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Quelques rares auteurs ont essayé de se servir du hamster doré 
de Syrie (Mesocricetus auratus) pour le diagnostic expérimental 
de Ja tuberculose. 

J. Ungar, le premier, en 1942, a inoculé des bacilles tuberculeux 
virulents de type humain ou bovin, par voie intramusculaire ou 
intrapéritonéale, chez des hamsters, et a vu se développer, chez 
ces animaux, des lésions anatomiques ressemblant a celles qu’on 
trouve chez le cobaye tuberculisé. Méme des doses réduites, de 
Vordre de 0,001 mg de bacilles virulents de type humain ont 
donné, entre les mains de Ungar, chez le hamster aprés seize a 
vingt jours, des hypertrophies des ganglions lymphatiques régio- 
naux, mésentériques et trachéo-bronchiques et des granulations 
visibles a l’ceil nu sur la rate, le foie et les poumons [4]. 

En 1947, M. Giroux a publié une opinion moins optimiste que 
Ungar, au sujet de lVutilité du hamster pour l’expérimentation 
sur la tuberculose. Il a constaté que l’inoculation de B. Ix. humains 
par vole sous-cutanée chez cet animal, a la dose de 0,1 ou 0,5 mg, 
provoque des lésions tuberculeuses discrétes, évoluant tres lente- 
ment, et ne se caséifiant jamais. Quand on inocule au hamster 
une dose de 0,5 mg de B. K. bovins, par voie sous-cutanée, 
animal est tuberculisé plus rapidement, et on trouve surtout 


(*) Manuscrit regu le 17 juin 1954. 
Annales de Institut Pasteur, t. 87, n° 2, 1954. 9 
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des lésions plus étendues aux poumons qu’ailleurs. I] semble, 
d’aprés ces expériences, que le hamster soit plus sensible aux B.K. 
bovins qu’aux B. K. humains [2]. 

H. J. Corper et M. J. Cohn, qui ont étudié l’évolution de Ja 
tuberculose expérimentale simultanément chez le cobaye et chez 
le hamster, accordent leur préférence au cobaye, tout en signa- 
lant, eux aussi, la plus grande réceptivité du hamster pour le 
bacille bovin que pour le bacille humain [8]. 

P. Hauduroy et W. Rosset ont inoculé, par vole sous-cutanée, 
4’ des hamsters et des cobayes, des bacilles tuberculeux de types 
différents & des doses variables. D’aprés ces auteurs, le cobaye 
est plus sensible a Vinfection tuberculeuse expérimentale que le 
hamster. Ces auteurs n’ont pratiquement pas trouvé, chez le 
hamster, de différence de sensibilité aux bacilles tuberculeux 
humains et bovins. I] ne leur parait pas possible, par conséquent, 
d’utiliser le hamster pour le diagnostic différentiel des variétés 
du bacille tuberculeux humain et bovin [4]. 


L. Hussel a inoculé 16 hamsters dorés et 16 cobayes par voie sous- 
cutanée, intrapéritonéale ou intrapulmonaire avec 50 000 a 2 000 000 de 
bacilles tuberculeux de type bovin virulents. L’intradermo-réaction 4 
la tuberculine devint positive chez les cobayes onze jours aprés l’inocu- 
lation, et vingt-quatre jours aprés celle-ci chez les hamsters. Les ani- 
maux furent sacrifiés trente A quarante jours aprés_ l’inoculation 
virulente : deux hamsiers seulement présentaient a l’autopsie des lésions 
tubercuieuses macroscopiques, alors que tous les cobayes avaient déja 
des lésions spécifiques. Ces résultats, ainsi que d’autres inconvénients 
du hamster montrent, d’aprés Hussel, que la valeur de cet animal pour 
le diagnostic de la tuberculose ne peut étre comparée a celle du 
cobaye [5]. 

U. Reuss a inoculé des produits pathologiques suspects de tubercu- 
lose simultanément a des cobayes et des hamsters dorés de Syrie. Sur 
253 produits inoculés, la présence de B. K. fut mise en évidence 49 fois 
(15,4 p. 100) par Vinoculation au cobaye et 22 fois (8,7 p. 100) par lino- 
culation au hamster. Reuss en conclut que pour le diagnostic de la 
tuberculose l’inoculation au cobaye est préférable A linoculation au 
hamster [6]. 

A. Imamura et Y. Kawamori ont inoculé a des hamsters dorés 1 ou 
0,1 mg de B. K. humains virulents ; sacrifiés six semaines plus tard, 
les animaux présentaient de rares Iésions macroscopiques, mais l’ense- 
mencement des organes donna des cultures positives. Ces auteurs ont, 
d’autre part, inoculé des hamsters dorés avec 60 mg de BCG par voie 
sous-cutanée. Ts les ont sacrifiés six semaines plus tard et n’ont trouvé 
4 Vautopsie aucune lésion spécifique ni dans les organes, ni dans les 
ganglions lymphatiques. Les ensemencements des organes de ces ani- 
maux ont cependant donné de nombreuses colonies de BCG [7]. 

T. Murohashi et K. Yaganisawa ont inoculé 5 hamsters dorés avec 
10 mg de BCG par voie sous-cutanée et 5 autres avec 5 mg de BCG par 
voie intratesticulaire. Les animaux furent sacrifiés respectivement aprés 
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Six et douze semaines. Ils réagissaient alors négativement 2 la tuber- 
culine. Aucune lésion n’était visible A l’autopsie. L’examen_histolo- 
gique révéla de petits foyers de cellules épithélioides contenant des 
bacilles acido-résistants sans aucune tendance & la nécrose. Les ensemen- 
cements ont donné des cultures de BCG pour les deux groupes de 
hamsters [8]. 

J. Oka a inoculé des hamsters avec 10 mg de BCG par voie intra- 
musculaire. Les animaux étaient tous encore en vie six mois plus tard 
et furent alors sacrifiés. Oka trouva chez tous ces hamsters un abcés 
froid au point d’inoculation et quelques granulations sur la rate et 
les ganglions lymphatiques. L’examen microscopique révéla la présence 
de hbacilles acido-résistants dans les organes et des amas de cellules 


5 


6pithélioides sans aucune tendance a la nécrose [9]. 


Il semble que le hamster chinois (Cricetulus griseus) soit plus 
sensible que le hamster doré syrien a l’inoculation des B. K. 
F. L. Wang et C. H. Meng ont étudié cet animal sous ce rapport, 
et ont comparé les résultats, obtenus par l’inoculation de ditffé- 
rents produits pathologiques au hamster chinois, avec ceux de 
l'ensemencement de ces mémes produits : ils ont obtenu 69 p. 100 
de résultats positifs aprés inoculation et 57 p. 100 aprés ense- 
mencement. Ces auteurs en concluent que le hamster chinois est 
aussi sensible a inoculation tuberculeuse que le cobaye [40]. 

Wang a constaté, en outre, que le hamster chinois est, comme 
le hamster de Syrie, plus sensible au bacille bovin qu’au bacille 
humain. L’inoculation intratesticulaire ou intrapéritonéale pro- 
duit, chez cet animal, des lésions plus précoces et plus étendues 
que linoculation sous-cutanée [44]. 

Cependant, quel que puisse étre l’intérét du hamster chinois, 
les publications qui ont trait au hamster doré de Syrie, que nous 
venons de résumer, donnent ]’impression que cet animal ne 
présente, pour la tuberculose expérimentale, qu’un intérét relatif, 
et que le hamster doré semble répondre moins réguliérement et 
avec moins de lésions spécifiques a une inoculation tuberculeuse 
virulente que le cobaye. On voit en outre que des inoculations de 
fortes doses de BCG ne déclenchent pas, chez ce hamster, de 
réactions différentes de celles que provoque le BCG chez le 
cobaye. 

Il peut donc paraitre d’autant plus étonnant que P. Hauduroy 
et ses collaborateurs aient constaté que le BCG se montre patho- 
gene pour le hamster doré de Syrie, alors que l’absence de pou- 
voir pathogene pour le cobaye de ce méme BCG est aujourd'hui 
universellement reconnue. 

Dans une note A l’Académie des Sciences, P. Hauduroy et 
W. Rosset ont, en effet, publié leurs premiéres expériences d’ino- 
culation de BCG au hamster doré de Syrie [42]. Cette note fut 
bientot suivie d’un article dans La Presse Médicale sur le méme 
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sujet [43]. Enfin, dans cette méme Revue, J-baeNrcods Hau- 
duroy et W. Rosset décrivent les lésions anatomo-pathologiques 
que provoque, chez le hamster, l’inoculation de BCG [44]. 

Il s’agit de hamsters qui furent inoculés soit par vole sous- 
cutanée, soit dans le péritoine, avec des doses de BCG prises 
dans des ampoules de vaccin frais destinées a la vaccination par 
scarifications cutanées, et représentant la valeur de 1/2 ampoule 
(37,5 mg), de 1 ampoule (75 mg), de 2 ampoules (150 mg) ou de 
3 ampoules (225 mg). D’autres hamsters recurent, par les mémes 
voles, des organcs de hamsters inoculés avec du BCG. Si Von 
considére qu’en matiére de virulence, le B. K. manifeste son 
activité a des doses infimes, puisque un dix milliéme de mg et 
méme moins, suffit 4 tuberculiser le cobaye, on peut étre surpris 
que ces expérimentateurs aient choisi, pour la démonstration de 
la virulence du BCG, des doses révélatrices variant de 37,5 mg 
a 225 mg, c’est-a-dire de 370 000 A 2250000 fois plus grandes 
que les doses normales d’expérimentation. 

Sur 64 hamsters ainsi inoculés, 29 étaient morts au moment 
de la parution de la note 4 ’ Académie des Sciences, dont 2 avaient 
succombé prématurément & une maladie intercurrente. La mort 
des 27 hamsters restants s’est produite en huit a douze mois 
environ pour les imoculations sous-cutanées, et en un a quatre 
mois pour les injections intrapéritonéales. A Jl autopsie, les 
lésions, guand elles sont visibles a Tceil nu, ne sont pas loca- 
lisées au point d’inoculation. 

Il s’agit, 4 l’examen microscopique, de lésions inflammatoires 
folliculaires & polynucléaires d’abord, macrophagiques ensuite ; 
plus tard apparaissent des cellules épithélioides et des cellules 
géantes du type Langhans. Souvent les foyers restent morpholo- 
giquement aspécifiques, en ce sens qu’ils n’ont pas de centre 
nécrotique et que leurs éléments n’ont pas la disposition topogra- 
phique classique du follicule tuberculeux. Enfin la fibrose 
s’installe autour du foyer inflammatoire et l’encapsule ou méme 
le cicatrise. Chez les hamsters inoculés avec de fortes doses de 
BCG dans le péritoine, on trouve des nappes nécrotiques conte- 
nant de véritables abcés fourmillant de bacilles. A la périphérie 
de ces nappes la barri¢re épithélioide semble se constituer rapi- 
dement, ébauche d’une cicatrisation fulure. La rate peut étre 
noyée dans ces masses nécrotiques et il existe de nombreuses 
adhérences dans le péritoine. 

Toutes ces lésions se retrouvent chez le hamster inoculé avec 
des bacilles tuberculeux virulents, avec, en plus, la caséification 
typique des follicules. 

Fnfin, chez quelques animaux inoculés avee du BCG, les 
reins, le foie et la rate contenaient des dépdts’ d’amyloide, et 
dans le rein existait une néphrose avec dégénérescence granu- 
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leuse et graisseuse des tubes contournés et présence de cylindres 
albumineux et hyalins dans les tubes sécréteurs et excréteurs. 

Les publications de Hauduroy et de ses collaborateurs ont 
suscité, de la part des auteurs autrichiens K. Berger et F. Punti- 
gam, une série d’expériences, dont ils ont publié les résultats en 


1953 [45]. 


Berger et Puntigam se sont servis, pour leurs expériences, de trois 
cultures de BCG, dont deux proyenaient de Paris, et une de Suéde 
Ils ont inoculé des doses variant de 75 & 225 mg de BCG par voie 
péritonéale chez 26 hamsters, et par voie sous-cutanée chez 29 hamsters. 
Les résultats de ces inoculations sont décrits avec tous les détails, 
et Berger et Puntigam en tirent les conclusions suivantes : le BCG ne 
provoque pas, chez le hamster, d’autres lésions que chez le cobaye ou 
le lapin. Ces lésions ne sont aucunement comparables a celles causées 
par un bacille tuberculeux virulent. La mort du hamster inoculé avec 
de fortes doses de BCG n’est pas une mort par tuberculose dans le sens 
courant de ce mot. Les lésions causées par le BCG chez le hamster ont 
une tendance nette a la régression et a la guérison. Elles ne sont pas 
progressives ; elles sont méme absentes chez de nombreux hamsters 
inoculés par voie sous-cutanée. La seule chose qui frappe, c’est la perte 
de poids considérable que subissent les hamsters 4 la suite d’inocu- 
lations massives de BCG. Il semble ne pas s’agir des effets d’une 
« virulence » du BCG, d’activité pathogéne 4 proprement parler, mais 
bien plutot d’une sorte d’intoxication par les substances endo-bacil- 
laires du BCG. En effet, dans une série d’expériences de contrdéle, les 
auteurs ont inoculé a des hamsters de 50 4 20 mg de BCG tué par 
chauffage, ou bien de la tuberculine BCG ou méme de la tuberculine 
ordinaire, et ils ont vu que la plupart de ces animaux sont morts en 
quelques mois dans un état de cachexie profonde. Un certain nombre 
de hamsters inoculés avec du BCG mort avaient dans le foie les mémes 
lésions histologiques qu’on trouve chez les hamsters inoculés avec du 
BCG vivant, et ces lésions contenaient également des bacilles acido- 
résistants. Berger et Puntigam concluent de leurs expériences, que la 
« virulence » du BCG pour le hamster n’est autre qu'une hypersen- 
sibilité de cet animal vis-a-vis des substances endo-bacillaires du BCG 
ou des produits du métabolisme de ce germe. 


Nous avions entrepris nous-mémes, dés 1951, la vérification 
des expériences de Hauduroy et de ses collaborateurs sur le 
hamster doré de Syrie (Mesocricetus auratus). Pour des raisons 
en dehors de notre volonté, ces expériences ont dti étre inter- 
rompues et ce n’est qu’aujourd’hui que nous sommes a méme den 
publier les résultats et l’interprétation. 


1° Dans une premiére série d’expériences nous avons inoculé 
5 hamsters dorés par voie intrapéritonéale avec 50 mg de BCG vivant, 
dont 3 avec la culture couramment employée 4 l'Institut Pasteur pour 
la préparation du vaccin, un avec une culture BCG constamment tenue 
sur pomme de terre biliée, et un avec la souche BCG suédoise. 
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Deux des hamsters inoculés avec le BCG normal francais sont morts 
en un et deux mois respectivement : le premier présentait a l’autopsie 
une rate moyennement hypertrophiée portant quelques granulations, 
et un épiploon épaissi. Pas d’autres lésions visibles. Le deuxi¢me avait 
la rate tuméfiée comme le précédent, rien par ailleurs. Le troisiéme 
animal de ce groupe fut sacrifié en bonne santé, six mois aprés l’inocu- 
lation, et ne présentait pas la moindre lésion a l’autopsie. 

Le hamster inoculé avec 50 mg dans le péritoine avec la culture BCG 
biliée est mort dix jours aprés sans avoir a l’autopsie aucune lésion 
visible. 

L’animal qui avait regu dans le péritoine 50 mg de la culture BCG 
suédoise est mort douze jours plus tard, et n’avait, lui non plus, 
aucune lésion visible. 

2° Dans une deuxiéme série nous avons ensuite inoculé 16 hamsters, 
chacun avec 40 mg de BCG francais courant dans le péritoine. Cing 
de ces animaux sont morts prématurément dans les six premiers jours 
qui ont suivi l’inoculation. 

Trois hamsters de cette série sont morts un mois aprés |’inoculation: 
Vun d’eux avait un abcés froid au point d’injection sans autres lésions 
visibles, les deux autres étaient indemnes, macroscopiquement, de toute 
lésion suspecte. 

Un animal est mort aprés deux mois : nous n’avons trouvé a 
l’autopsie, aucune lésion visible ; sur les frottis de la rate on voyait 
de trés nombreux bacilles acido-résistants, et le foie et les poumons 
en contenaient d’assez nombreux. Les ensemencements de ces organes 
ont donné des cultures typiques de BCG. 

Un haimster est mort aprés trois mois d’une pneumonie intercur- 
rente. Il ne présentait & l’autopsie aucune lésion spécifique ; les ense- 
mencements des organes ont donné des cultures de BCG. 

Un hamster est mort lui aussi en trois mois, mais nous avons trouvé 
le cadavre en partie dévoré et l’autopsie était, de ce fait, impossible. 

Un animal est mort en trois mois et trois semaines : A part une rate 
moyennement hypertrophiée, nous n’avons, A l’autopsie, trouvé rien 
de suspect. Voici le résultat de l’examen histologique du foie, de la 
rate et du poumon de cet animal : foie : micro-nodules nécrotiques, 
congestion des vaisseaux avec fibrose interstitielle. De trés nombreux 
bacilles acido-résistants. Poumon : infiltration généralisée avec micro- 
nodules nécrotiques : desquamation de la muqueuse bronchique. 
Bacilles a.-r. nombreux. Rate : aplasie cellulaire ; architecture 4 peine 
reconnaissable. Bacilles a.-r. nombreux. 

Un hamster de cette méme série est mort apres quatre mois d’une 
péritonite & anaérobies (son épiploon était normal). 

Un hamster est mort aprés six mois et demi. Nous avons trouvé la 
rate légérement hypertrophiée, rien par ailleurs (l’épiploon était 
(aspect normal). Sur les frottis du foie et de la rate on voyait de 
trés nombreux bacilles a.-r. 

Enfin deux hamsters ont survécu et nous les avons sacrifiés un an 
et trois mois aprés l’inoculation : les deux animaux étaient en excel- 
lente santé et avaient augmenté d’au moins 50 g en poids. A l’autopsie, 
nous avons trouvé : chez l’un, 6 granulations grises sur le poumon 
gauche, rien par ailleurs ; chez l’autre, une hypertrophie importante 
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de la rate (dix fois le volume normal) sans autres lésions. L’examen 
histologique a donné, chez ces deux hamsters, les résultats suivants 
chez le premier, rien a signaler dans le foie, sauf une légére conges- 
tion ; la rate était hémorragique et contenait de nombreuses cellules 
réticulées (pas de bacilles a.-r.) ; dans le poumon, réticulose diffuse des 
parois alvéolaires et petils nodules d’alvéolite macrophagique sous- 
pleuraux, entourés d’une zone congestive et contenant des bacilles a.-r. 
Chez le deuxiéme hamster, sacrifié aprés un an et trois mois, les coupes 
du foie montrent de nombreux micro-nodules monocytaires disséminés, 
juxta-vasculaires ou en plein parenchyme avec une prolifération des 
cellules de Kupffer dans les sinus et autour des vaisseaux ; on voit des 
bacilles a.-r. La rate, énorme, montre une fibrose hyaline et des cordons 
de cellules réticulées macrophagiques d’aspect pseudo-tumoral ; il y a 
de nombreux bacilles a.-r. Les coupes de poumon montrent les mémes 
images que chez le premier de ces deux hamsters. 

3° Dans une troisiéme série, nous avons inoculé 8 hamsters, chacun 
avec 100 mg de BCG frangais ordinaire par voie péritonéale. 

Deux animaux sont morts huit jours plus tard, ayant des nodules 
nécrotiques sur le foie et l’épiploon ; les frottis du foie et de la rate 
fourmillaient de bacilles a.-r. 

Un troisi¢éme est mort deux mois aprés Vinoculation : il y avait chez 
lui des adhérences hépatiques et l’épiploon était épaissi mais non 
caséeux ; nous avons trouvé de trés nombreux bacilles a.-r. dans la 
rate, nombreux dans le foie, mais aucun dans le poumon. 

Le quatriéme hamster est mort, lui aussi, aprés deux mois : il y avait 
chez cet animal des adhérences péritonéales, mais l’épiploon était 
normal ; la rate était légérement hypertrophiée ; les bacilles a.-r. 
étaient trés nombreux dans la rate, nombreux dans le foie, peu nom- 
breux dans le poumon. 

Deux animaux de celte série sont morts deux mois et demi apres 
Vinoculation de BCG, l'un d’une infection intercurrente. Chez l’autre, 
Vautopsie était impossible 4 cause d’une putréfaction cadavérique 
avancée. 

Le septiéme hamster est mort aprés trois mois et demi : 4 part des 
adhérences intestinales, il n’y avait aucune lésion visible a l’autopsie. 
Les frottis de la rate fourmillaient de bacilles a.-r. et le foie en conte- 
nait également de nombreux. L’examen histologique a donné les résul- 
tats suivants : foie : architecture bouleversée, congestion trés impor- 
tante avec exsudat abondant ayant dissocié les travées hépatiques ; 
réaction lympho-histiocytaire généralisée ; nombreux bacilles a.-r. 
Rate : magma de cellules lymphocytaires et de noyaux pycnotiques au 
sein d’un exsudat important, rendant le diagnostic d’organe presque 
impossible ; bacilles a.-r. nombreux. Poumon : congestion et tramite 
totale ; nombreux bacilles a.-r. 

Les organes de ce septiéme hamster furent broyés au mortier ct 
inoculés A 4 hamsters neufs (voir plus loin). 

Enfin le huititme hamster de la série est mort aprés sept mois et 
demi. A l’autopsie nous trouvames une rate énorme (quinze fois le 
volume normal) portant des nodules caséeux, et le poumon gauche 
parsemé de fines taches grises ; rien par ailleurs. De trés nombreux 
bacilles a.-r. dans la rate, assez nombreux dans le foie et le poumon. 
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L’examen histologique a donné les résultats suivants : poumon : spié- 
nopneumonie diffuse A type d’alvéolite cedémateuse, sérofibrineuse et 
macrophagique ; congestion diffuse des parois alvéolaires. Pleurésie 
fibrineuse ; rares bacilles a.-r. dans le poumon, nombreux dans la zone 
pleurale fibrineuse. Foie : congestion, infiltrats des espaces porte, dégé- 
nérescence du parenchyme. Rate : inflammation nodulaire diffuse. 

Les 4 hamsters neufs, inoculés par voie sous-cutanée avec les organes 
broyés du hamster n° 7 sont morts respectivement aprés trois mois, 
quatre mois et demi, six mois et sept mois et demi. Chez aucun d’eux 
l'autopsie n’a révélé la moindre lésion spécifique macroscopique ; chez 
deux d’entre eux nous avons trouvé des bacilles a.-r. peu nombreux 
dans la rate. 

4° Enfin, dans une quatriéme série, 10 hamsters recurent, toujours 
par voie péritonéale, 0,1 mg de BCG vivant ordinaire. 

Le premier est mort aprés vingt-sept jours : nous n’avons rien trouvé 
d’anormal & l’autopsie, et seule la rate semblait contenir de trés rares 
bacilles a.-r. 

Un deuxiéme hamster de cette série est mort aprés trois mois et demi 
d’une infection intercurrente ; 4 l’autopsie nous n’avons trouvé que 
quelques adhérences péritonéales ; rien par ailleurs. 

Le troisiéme animal est mort apres cinq mois : 4 l’autopsie rien a 
signaler ; de trés rares bacilles dans la rate. 

Le quatri¢éme hamster est mort aprés cing mois et demi : a part une 
rate légérement tuméfiée, rien A signaler. La rate contient quelques 
rares bacilles a.-y. 

Le cinquieéme meurt une semaine aprés le précédent : rien A signaler 
a l’autopsie, sauf une rate légérement hypertrophiée. 

Les sixiéme et septi¢me hamster sont morts aprés six mois d’une 
pneumonie intercurrente ; dans la rate de ces deux animaux nous 
avons trouvé de nombreux bacilles a.-r. 

Nous avons sacrifié les 3 hamsters restants six mois aprés l’inocula- 
tion. Chez tous les trois, l’autopsie n’a révélé rien d’anormal a ]’examen 
macroscopique. L’examen histologique a révélé chez ces animaux les 
faits suivants : dans le foie il y a de rares micro-nodules épithélioides 
et lymphocytaires, parfois juxta-vasculaires, la plupart en plein paren- 
chyme, accompagnés d’une réticulose discréte des sinusoides. Dans la 
rate on voit, ou bien de trés nombreux nodules épithélioides dissé- 
minés dans toute la pulpe, ou bien des hémorragies et nécroses 2’ Ia 
périphérie et au centre des plages de cellules épithélioides avec efface- 
ment des follicules de Malpighi ; rares bacilles a.-r. 


In parcounant ces protocoles, on est frappé par trois choses 

1° La mort d’un grand nombre de hamsters dans les mois qui 
suivent Pinoculation intrapéritonéale de BCG. 

2° L’absence de lésions caractéristiques, spécifiques, macrosco- 
piques chez Ja plupart des animaux, a part la réaction typique 
du péritoime, notamment de l’épiploon dans les premiers temps 
qui suivent l’inoculation intrapérilonéale de fortes doses de BCG, 
réaction naturelle 4 toute introduction dans le péritoine d’une 
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substance étrangeére, et l’hypertrophie de la rate chez de nombreux 
animaux. 

3° Les images histologiques qu’on trouve souvent en ]’absence 
de toute Iésion macroscopique, dans la rate, le foie et le poumon, 
qui s’apparentent a celles que nous avons si souvent trouvées 
chez des lapins inoculés avec des bacilles tuberculeux morts (16). 

Le fait de trouver de trés grandes quantités de bacilles a. r. 
notamment dans la rate chez des animaux auxquels on a injecté 
des masses imposantes de BCG, n’a rien de surprenant ; chez les 
hamsters inoculés dans le péritoine avec 0,1 mg de BCG on 
retrouve ces bacilles avec peine. 

Nous avons done voulu vérifier l’effet qu’aurait chez le hamster 
Vinoculation de BCG mort. 

A cette intention, nous avons préparé une suspension de BCG 
dosée a 40 mg par centimétre cube, et nous avons chauffé cette 
suspension pendant deux heures au bain-marie 4 100°. Des ense- 
mencements de contrdle nous ont montré que les germes étaient 
bien morts. De cette suspension nous avons injecté 1 cm* par voie 
péritonéale chez 9 hamsters, chacun recevant par conséquent 
10 mg de BCG tué. 


Un premier hamster est mort aprés trois mois et trois semaines 
aucune lésion ne fut trouvée a l’autopsie, les ensemencements sont 
restés stériles. 

Les deux suivants sont morts aprés cing mois et trois semaines : les 
deux avaient des adhérences péritonéales, et l'un une congestion des 
poumons. Nous avons trouvé de rares bacilles a.-r. dans la rate et le 
foie. 

Le quatri¢éme hamster est mort aprés six mois d’une infection inter- 
currente. 

Le cinquiéme est mort aprés six mois et demi d’une pneumonie 
intercurrente : il avait des adhérences péritonéales et un ganglion sous- 
lombaire caséeux. 

Un sixiéme animal est mort, lui aussi, d’une pneumonie aprés six 
mois et trois semaines : il y avait des adhérences. 

Le septicme hamster est mort aprés sept mois : a l’autopsie, a part 
une congestion des poumons, rien a signaler. 

Le huiti¢me et le neuviéme hamster ont été sacrifiés sept mois et 
huit jours aprés linoculation du BCG tué : a part des adhérences, rien 
a signaler A l’autopsie ; chez les deux, il y eut d’assez nombreux 
bacilles a.-r. dans la rate. L’examen histologique a révélé chez ces deux 
hamsters les faits suivants : dans le foie on voyait une réticulose micro- 
nodulaire discrete des espaces porte en amas d’histiocytes, de poly- 
blastes et de rares éosinophiles sans atteinte des cellules hépatiques. 
Rate : congestion intense et cedéme de toute la pulpe rouge avec réti- 
culose, présence de collagéne et dépdts hématiques ; les follicules de 
Malpighi sont trés réduits et contiennent cependant de nombreux 
réticulocytes. Fibrose capsulaire importante avec amas de réticulocytes 
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d’aspect épithélioide sous-péritonéaux dans lesquels on constate de 
rares bacilles a.-r. 


Dans une deuxiéme série d’expériences, nous avons injecté 
100 mg de BCG tué par chauffage par voie péritonéale a chacun 
de 9 hamsters. 


Un premier hamister est mort quinze jours aprés l’inoculation : nous 
avons trouvé & l’autopsie quelques adhérences péritonéales ; les organes 
semblaient normaux ; l’examen microscopique des frottis du foie et 
de la rate montrait que ces organes fourmillaient de bacilles acido- 
résistants. Les ensemencements sont restés négatifs. 

Un deuxitme hamster est mort aprés un mois et demi : l’autopsie 
était impossible, le cadavre ayant été en partie dévoré. 

Nous avons alors sacrifié 2 hamsters un mois et demi aprés ]’inocu- 
lation : les deux avaient des adhérences viscérales, et lun avait une 
hypertrophie moyenne de Ja rate. De nombreux bacilles furent trouvés 
dans la rate hypertrophiée, et la rate (de taille normale) de 1l’autre 
animal fourmillait de bacilles a.-r. Les ensemencements sont restés 
négatifs. ; 

Un hamster de cette série est mort aprés deux mois et demi : a part 
des adhérences viscérales, rien a signaler macroscopiquement. A 
examen microscopique nous avons vu que le foie fourmillait de 
bacilles a.-r. L’examen histologique a révélé les faits suivants : foie 
nodules lymphocytaires autour des espaces porte biliaires enserrant les 
canaux biliaires atrésiques. Poumon : tramite généralisée avec alvéolite 
cedémateuse consécutive 4 une congestion intense ; nodules intramus- 
culaires siégeant au contact de la plévre ayant dissocié les cloisons 
intermusculaires : de tres nombreux bacilles a.-r. Rate : aplasie cellu- 
laire ; architecture A peine reconnaissable. 

Les 4 hamsters survivants furent sacrifiés trois mois et demi aprés 
inoculation. L’un d’eux était atteint d’une infection intercurrente. 
Les trois autres avaient tous des adhérences péritonéales. Chez l’un 
d’eux la rate contenait de trés nombreux bacilles a.-r., présents A l’état 
d’unités dans la rate et le foie chez les deux autres. L’examen histo- 
logique des organes de deux d’entre ces animaux a donné les résultats 
suivants : Rate : exsudat et réticulose généralisée, nodules histiocytaires 
nombreux, sclérose de Vorgane. Foie : cellules vasculaires et petits 
infiltrats périporto-biliaires & lymphocytes ; bacilles a.-r. nombreux. 
Poumon : infiltrats et tramite. 


A Vexemple de Berger et Puntigam, nous avons voulu compléter 
cette étude par des injections de tuberculine. Nous avons done 
injecté chez chacun de 5 hamsters, par voie péritonéale, 375 U. I. 
de tuberculine purifiée I. P. 48. 


Un seul hamster a survécu A cette injection ; les quatre autres sont 
morts en dix-sept, vingt-cing, quarante et un et cinquante et un jours 
respectivement. A l’autopsie nous n’avons trouvé aucune lésion macro- 
scopique chez ces animaux. Voici ce qu’a révélé l’examen histologique : 
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1° Hamster mort aprés vingt-cing jours : foie : congestion diffuse 
avec dilatation des sinusoides et prolifération des cellules de Kupffer. 
Dégénérescence vacuolaire de nombreuses cellules hépatiques. Rate 
inflammation macrophagique et nécrotique par endroits. 

2° Hamster mort aprés cinquante et un jours. Foie : dilatation 
extréme des vaisseaux sus-hépatiques et des espaces porte avec nécrose 
des endothéliums, hyalinisation des tuniques, fibrine et infiltration 
histiocytaire. Sinusoides non congestionnés. Réticulose et multiplica- 
tion des cellules de Kupffer. Atrophie et nécrose parcellaire des cellules 
hépatiques qui sont peu altérées par rapport aux vaisseaux. Rate 
follicules rares et atrophiques ; la pulpe rouge, pauvre en cellules, est 
homogéne et comporte également de la substance hyaline entre des 
cellules réticulées. 


Discussion. 


Il ressort en premier lieu de nos expériences, que de nombreux 
hamsters meurent au cours des mois qui suivent l’inoculation 
intrapéritonéale de BCG vivant. 

En effet, sur 5 hamsters inoculés avec 50 mg, 2 sont morts au 
cours du premier mois, 1 aprés un mois et 1 aprés deux mois. 
Un seul a survécu et a été sacrifié six mois aprés |’inoculation. 

Sur les 16 hamsters inoculés dans le péritoine avec 40 mg de 
BCG vivant, 5 sont morts au cours du premier mois, 4 aprés un 
mois, 1 aprés deux mois, 2 aprés trois mois, 2 aprés quatre mois 
et 1 au cours du septiéme mois ; 2 seulement ont survécu a l’ino- 
culation et furent sacrifiés un an et trois mois aprés. 

Sur les 8 hamsters inoculés par la méme voie avec 100 mg de 
BCG, 2 sont morts au cours du premier mois, 2 aprés deux mois, 
2 au cours du troisiéme mois, 1 au cours du quatriéme mois, et 
1 au cours du huitiéme mois. 

Les 4 hamsters de passage, inoculés avec le broyat d’organes 
de Vavant-dernier animal, sont morts en trois, quatre et demi, 
six et sept mois et demi respectivement. Ceci n’a rien d’étonnant 
quand on considére le nombre considérable de bacilles BCG que 
contenaient les organes du cobaye n° 7 de cette série. 

Sur les 10 hamsters inoculés avec 0,1 mg dans le péritoine, 
1 est mort au cours du premier mois, 1 au cours du quatriéme 
mois, 1 apres cinq mois, 1 au cours du sixiéme mois, 2 aprés 
six mois, et 3 ont été sacrifiés aprés six mois de survie. 

Voyons maintenant ce qui se passe quand on injecte a des 
hamsters du BCG tué par chauffage au lieu de BCG vivant. 

Sur les 9 hamsters inoculés dans le péritoine avec 40 mg de 
BCG tué, aucun n’est mort au cours du premier mois. Leur mort 
s’échelonne sur les quatre & sept mois jsuivant Vinoculation ; 
2 ont survécu plus de sept mois et furent sacrifiés. 

Sur 9 hamsters inoculés avec 100 mg de BCG tué, 1 seul est 
mort au cours du premier mois, 2 sont morts au cours des 
deuxieme et troisieme mois; les autres furent sacrifiés respecti- 
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vement un mois et demi et trois mois et demi aprés inoculation. 

Enfin sur les 5 hamsters inoculés avec une forte dose de tuber- 
culine purifiée, 1 seul a survécu, les autres sont morts au cours 
du premier et deuxiéme mois. 

Une chose semble ressortir de ces expériences : le hamster 
peut étre tué en un temps plus ou moins court par l’inoculation 
intrapéritonéale de BCG vivant ou mort, et méme de tuberculine 
purifiée (qui n’est pas préparée avec des cultures BCG) a forte 
dose. La mort des animaux semble étre plus précoce a la suite 
de l’injection de BCG vivant qu’aprés BCG mort, tout au mois 
a forte dose. 

L’examen macro- et microscopique des hamsters montre d’abord 
Yexistence d'une forte réaction péritonéale chez les animaux 
morts peu aprés ]’injection, se traduisant par l’épaississement de 
l’épiploon et, par la suite, par des adhérences viscérales. On 
trouve exactement la méme réaction chez les cobayes inoculés 
par vole péritonéale avec des doses assez élevées de BCG (de 
lordre de 20 mg). 

La rate est souvent hypertrophiée, plus souvent chez les 
hamsters inoculés avec du BCG vivant que chez ceux qui ont reeu 
du BCG mort. La encore, on se trouve devant une réplique des 
eflets d’une injection péritonéale de BCG chez le cobaye. On peut 
méme trouver, chez le cobaye inoculé avec du BCG dans le péri- 
toine, quelques granulations spléniques et méme_ pulmonaires, 
ftit-ce rarement. 

Les frottis des organes de hamsters, morts aprés |’ inoculation 
intrapéritonéale de BCG, montrent que la rate et le foie peuvent 
fourmiller de bacilles a. r. Il ne semble pas s’agir d'une multi- 
plication intense des bacilles injectés, car on peut rencontrer le 
méme phénoméne chez les hamsters inoculés avec du BCG mort. 

Les lésions histologiques qu’on trouve sur les coupes des 
organes appartiennent au méme type, quil s’agisse de hamsters 
inoculés avee du BCG vivant ou mort. Il ne s’agit pas, & propre- 
ment parler, de lésions typiquement tuberculeuses. Le tableau est 
dominé souvent par une invasion de nappes histiocytaires ou épi- 
théhoides bouleversant la structure de l’organe, et, dans le 
poumon, la tramite semble surtout dominer la situation. Ces 
Iésions se trouvent aussi bien chez les hamsters inoculés avec 
du BOG vivant qu’avee du BCG mort. Il est fort probable que 
la mort des animaux est due au bouleversement de la structure 
des organes vilaux. 

I] est intéressant de rappeler les lésions qu’on trouve chez le 
cobaye, inoculé dans le péritoine avec du BCG vivant a forte 
dose (20 mg), trois & quatre semaines aprés l’inoculation : on 
peut alors trouver, dans le foie et la rate, des granulations typi- 
ques avee cellules épithélioides, des cellules eéantes et de la 
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caséification au centre. Chez les cobayes qu’on laisse vivre plus 
de trois mois aprés J’inoculation intrapéritonéale, toutes les 
lésions ont disparu, la réaction péritonéale macroscopique aussi 
bien que les lésions histologiques. Chez le hamster, au contraire, 
méme six a sept mois aprés l’inoculation de BCG vivant ou mort, 
on retrouve les mémes lésions non spécifiques. On a l’impression 
que le hamster n’arrive pas a se débarrasser des bacilles injectés, 
vivants ou morts. 

Il semble done s’agir, chez le hamster, non d’une activité patho- 
gene du BCG dans le sens courant du mot, car il ne peut étre 
question de virulence dans le cas de germes morts, mais d’une 
action toxique. Nous avons déja remarqué la ressemblance qui 
existe entre les lésions histologiques trouvées chez les hamsters 
et celles que l'un de nous a vues chez le lapin inoculé avec des 
bacilles tuberculeux aviaires ou bovins tués par chauffage. JI 
s’agissait, la aussi, d’une activité toxique, causant notamment 
une néphrite toxique chez ces lapins, accompagnée de dégéné- 
rescence granuleuse des tubes contournés, ressemblant aux 
lésions rénales, décrites par Nicod, Hauduroy et Rosset chez 
quelques-uns de leurs hamsters. 

C’est cette sensibilité aux produits de désintégration du bacille 
acido-résistant qui caractérise le hamster et non une susceptibi- 
lité spéciale a la « virulence » du BCG. Cela ressort avec évidence 
de la sensibilité de cet animal vis-a-vis de la tuberculine. 

Le cobaye ne présente pas cette sensibilité. Tous les expéri- 
mentateurs savent que les doses de tuberculine qu’il faut employer 
pour déceler l’allergie chez le cobaye sont supérieures a celles 
dont on se sert chez Vhomme par exemple. C’est pour cette raison 
que Vinoculation de BCG chez le cobaye permet de mettre en 
évidence, chez cet animal, des lésions typiquement tuberculeuses 
et bien circonserites a l’examen histologique, lésions qui n’évo- 
luent pas et disparaissent sans laisser de traces. Chez le hamster, 
ces lésions sont moins apparentes, car elles sont noyées par la 
réaction intense a [intoxication tuberculinique, réaction long- 
temps entretenue par la libération progressive des éléments solu- 
bles endo-bacillaires des innombrables germes BCG inoculés. 


CONCLUSION. 


Quand on inocule du BCG vivant ou mort a forte dose dans le 
péritoine de hamsters, la plupart de ces animaux meurent au 
cours des mois qui suivent l’inoculation. On observe le méme 
phénoméne quand on injecte chez ces animaux de fortes doses 
de tuberculine purifiée. I] s’agit non pas d’une virulence spéciale 
du BCG pour le hamster, mais d’une sensibilité prononcée de cet 
animal pour les produits de désintégration ou du métabolisme du 
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tuberculeux. Le BCG n’est pas plus virulent pour le 


hamster que pour le cobaye (*). 
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[6] U. 
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[10] F. 
[AA] F. 


[12] P. 
[13] P. 
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EN TUBERCULOSE EXPERIMENTALE. 


INCIDENCE REOUITE ET EVOLUTION RETARDEE DES NODULES 
DE SURINFECTION EN RAPPORT AVEC LE DEGRE COLLECTIF 
DE RESISTANCE CHEZ LES COBAYES VACCINES 
PAR LE BCG 


par ArmManp FRAPPIER, B. MARTINEAU et Maria DOBIJA(*). 


(Département de Bactériologie de la Faculté de Médecine. 
Institut de Microbiologie et d’Hygiéne 
et Ecole d’ Hygiene de l’ Université de Montréal.) 


INTRODUCTION. 


Robert Koch et tous ceux qui ont confirmé le phénoméne qui 
porte son nom ont montré que, chez l’animal déja préparé depuis 
plusieurs semaines par une premiére inoculation de bacilles tuber- 
culeux, l’apparition et l’évolution du nodule de surinfection, a 
la suite de Ja réinoculation d’une dose bacillaire suffisamment 
forte, sont accélérées et accentuées. Contrairement a la lenteur 
relative des manifestations locales de la_ primo-infection chez 
le méme animal normal et neuf, c’est en vingt-quatre ou quarante- 
huit heures qu’apparaissent alors |’inflammation, induration, le 
nodule local et méme la nécrose. 

Mais, si la dose réinfectante est trés faible (de 1l’ordre 
de 0,000 001 g au moins) (Courmont et Lesieur [4], Romer [2], 
Krause et Pe'ers [3], Debré et Paraf [4], Debré et Bonnet [5], 
Willis {6}, Krause [7], Br. Lange et Lydtin [8], Rich et Mac- 
Cordock [9], Boquet [10], Lurie [44], Calmette {12], Canetti [13], 
Rich [44]), les réactions locales et ganglionnaires peuvent ne pas 
apparaitre et la dispersion bacillaire étre considérablement 
retardée. Nasta [15] a observé chez le cobaye que, pour une dose 
minime ou paucibacillaire de surinfection, la réaction locale, 
d’abord accélérée au cours de la période initiale d’immunisation, 
devient retardée quand l’immunité est bien établie. Krause et 


(*) Manuscrit recu le 20 mars 1954. 
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Peters (loc. cit.) avaient constaté que la réaction nodulaire est 
alors changée dans sa précocité et son évolution. 

Lange et Lydtin (loc. cit.), Boquet (loc. cit.) ont aussi montré 
que le degré de résistance & la surinfection, manifesté par la 
réduction d’intensité et méme l’absence des lésions locales au 
point de réinoculation est fonction de divers facteurs quantitatifs, 
en particulier de la virulence des germes ayant servi a produire 
la premiere infection. 

De fait, beaucoup de ces expérimentateurs n’ont employé que 
des souches virulentes pour la premiére inoculation. La période 
d’observation des nodules de surinfection se trouvait ainsi limitée 
a celle de la survie des animaux A la suite de la primo-infection. 
Ceux qui ont travaillé avec des souches non virulentes de primo- 
inoculation, telles que Rl et le BCG (Nasta en particulier) ont pu 
mieux observer |’évolution de ces nodules de surinfection viru- 
lente et relier plus nettement ces phénoménes a [état d’immu- 
nité, 

Cependant, les relations quantitatives qui font objet du présent 
travail semblent avoir échappé a ces auteurs. 

Nous allons montrer en effet que, chez les cobayes préparés par 
le BCG, absence de nodule au leu de la réinoculation virulente 
a dose paucibacillaire, n’est la plupart du temps que temporaire. 
Si on se donne la peine d’observer ces animaux assez longtemps, 
le nodule apparait dans un grand nombre de cas et est suivl 
d’adénites satellites superficielles, et il existe une relation propor- 
tionnelle entre la réduction de la fréquence de ces nodules, ou 
entre le retard de leur apparition ou de leur évolution, et le degré 
collectif de résistance. Tout paradoxal que ce soit, chez ces 
animaux, hypersensibilisés et immunisés, ce n’est pas l’accélé- 
ration de apparition du nodule de surinfection qu’on remarque 
a la suite d’une surinfection paucibacillaire, mais soit une absence 
totale ou, plus souvent, un retard considérable en relation, 
semble-t-il, avee le degré collectif de résistance. 

L’un de nous avait déja souligné lintérét de cette étude. En 
effet, Frappier et Denis [46] ont montré, chez des groupes de 
cobayes vaccinés par des doses de BCG et des voies variées que, 
d’une part, le pourcentage des animaux qui ne présentent jamais 
de leur vivant de nodules palpables de réinoculation & une dose 
virulente minime, et, d’autre part, chez ceux qui en manifestent, la 
moyenne des jours écoulés avant V’apparition de ces nodules, 
augmentent en fonction du degré collectif de résistance prévu et 
réalisé, Chez les témoins non vaccinés les nodules apparaissaient 
presque constamment sous l’effet de la méme dose virulente dans 
un délai normal bien plus rapproché de l’infection. 

Ce travail, a notre connaissance, n’a pas été confirmé et il nous 
a paru intéressant de le reprendre et d’insister sur certains points 
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pratiques, En dehors du fait d’appuyer et de préciser les observa- 
tions des auteurs déja cités, sur le mécanisme de la résistance en 
tuberculose, cette démonstration attirerait Vattention des expéri- 
mentateurs sur la possibilité, dés le début de la réinfection et du 
vivant méme des cobayes, d’éprouver directement et d’apprécier 
quantitativement la résistance collective. 

Nous avons tenté de provoquer, chez le cobaye, différents degrés 
de résistance au moyen de BCG cultivé sur milieu de Sauton et 
agé de sept jours ou de quatorze jours au moment de la prépara- 
tion des émulsions. 

La numération [47] des unités vivantes dans les émulsions 
de BCG nous avait permis de constater antérieurement que le 
BCG provenant de cultures de sept jours sur Sauton contient 
un plus grand nombre de bactéries vivantes que le BCG de qua- 
torze jours. D’autre part, nous avions déja observé que, chez 
homme, une émulsion de BCG de sept jours provoque un état 
allergique plus rapide et plus intense que le BCG de quatorze 
jours ; que le BCG de sept jours est aussi plus résistant a la 
congélation et a la dessiccation que le BCG de quatorze jours ; 
que le BCG de sept jours provoque une réaction locale intrader- 
mique plus considérable chez le cobaye que le BCG de quatorze 
jours. On sait aussi que la tendance actuelle est a l’emploi de 
BCG plus jeune (de dix a quatorze jours) pour la vaccination des 
humains. 


PartiE EXPERIMENTALE. 


Nous avons done constitué trois lots de cobayes de méme 
poids (300 g) provenant d’un méme élevage, d’un pelage plutot 
pale, sans toutefois introduire de cobayes blancs. Tous étaient 
négatifs a la tuberculine a la dose de 0,01 gm. Nous les avons 
répartis dans des cages par nombres égaux et les avons tenus 
dans les mémes conditions, y compris les témoins, depuis les 
tout débuts de l’expérience. 

Apres trois semaines d’observation, nous avons vacciné deux 
lots de cobayes par voie transculanée, en pratiquant a travers 
autant de gouttes de vaccin BCG a 60 mg par cm? trois’ scarifi- 
cations de 1 cm de longueur de chaque cdté de la colonne verté- 
brale, sur la partic moyenne des lombes, aprés avoir épilé le 
cobaye a la main : le lot I-A, étant vacciné au moyen du BCG 
de sept jours et le lot 1-B étant vacciné au moyen du BCG de 
quatorze jours. 

Le lot n° 2 était constitué de témoins non vaccines. 

A Vorigine, chacun des deux premiers lots était composé de 
20 cobayes sur lesquels on avait pratiqué les réactions a la tuber- 
culine a la fin de la premiére et de la deuxieme semaine apres 
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la vaccination, en employant la dose de 0,01 g de vieille tuber- 
culine, par voie intradermique et en notant les pourcentages de 
sujets positifs dans chaque lot. A la quatriéme semaine, les 
cobayes de chaque lot furent éprouvés par 3 doses décroissantes 
de tuberculine, 0,001 g, 0,0001 g et 0,00001 g. On enregistrait le 
nombre de cobayes positifs a chaque dose et notait le produit 
des diamétres de |’induration. 

Les cobayes ayant été vaccinés le 6 décembre 1950 furent 
éprouvés exactement trois mois aprés, soit le 6 mars 1951, en 
méme temps que les témoins, au moyen d’une dose virulente de 
0,0001 mg de bacilles tuberculeux bovins, souche Ravenel, sous 
le volume de 1 cm? et inoculés par voie sous-cutanée dans la 
cuisse droite. 

Chaque semaine par la suite, deux observateurs indépendants 
examinaient soigneusement par la palpation de la région ingui- 
nale, les cobayes de tous les lots afin de déceler l’apparition des 
nodules de surinfection virulente. La palpation était faite aussi 
du coté opposé pour assurer un meilleur contréle des impres- 
sions subjectives possibles. 

Lorsqu’un animal mourait ou était sacrifié, on procédait a lau- 
topsie dans le plus bref délai et l'on cherchait d’abord a véri- 
fier la présence ou labsence du nodule d’inoculation et des adé- 
nites superficielles, ou profondes. On établissait le degré de 
tuberculose de la rate, du foie et des poumons, selon le mode 
décrit ci-dessous, et on procédait & un examen bactériologique 
d’identification de infection en cause. 

Nous avons apprécié l’extension des lésions macroscopiques a 
la surface de chaque organe par les notations conventionnelles 
de 0, 1+, 24+, 84+, 4+. 

Le degré moyen de tuberculose organique pour chaque cobaye 
était exprimé comme suit 

Degré 0. — Aucune lésion visible a l’ceil nu sur la rate, le 
poumon ou le foie ; des adénites sont généralement présentes. 

Degré 1. — Des lésions organiques sont visibles macrosco- 
piquement, mais n’intéressent pas la moitié des organes en 
moyenne. 


Degré 2. — La moitié en moyenne des organes est affectée. 
Degré 3. — Plus de la moitié en moyenne des organes est 
affectée. 


Le degré collectif de tuberculose organique pour chaque lot 
de cobayes correspond a la moyenne des degrés individuels. 

Défalcation faite des mortalités accidentelles ou par infections 
intercurrentes qui se produisirent a partir de la date de la vac- 
cination jusqu’a la fin du deuxiéme mois qui suivit l’inoculation 


NODULE DE SURINFECTION EN TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 135 


virulente, les nombres de cobayes suivants sont restés en expé- 
rience pour chaque lot : 


UA ee ere. oe Ws? sete ces a, 18 CObayes 
Le eee ga eae a Fe Ps Oe se 9" ee AO CObaYeS? 
UO eee ins iene ak aeet GNA Pee ee. 186 ‘Cobayes. 


Au cent quatre-vingt-sixiéme jour iaprés Vinoculation virulente, 
lorsque 50 p. 100 des témoins, restés en expérience a partir du 
deuxiéme mois aprés Vinoculation virulente, furent morts de 
tuberculose, on sacrifia les sujets vaccinés survivants et le reste 
des témoins. 


R&ESULTATS. 


A. CoMPARAISON DU DEGRI: D’ALLERGIE PARMI LES DIVERS LOTS DE 
COBAYES AVANT L’ INFECTION VIRULENTE D’EPREUVE. — Deés la pre- 
miére semaine, sous l’effet de la dose de 0,01 g¢ de O. T., les 
cobayes vaccinés par scarifications avec du BCG provenant de 
cultures de sept jours sur Sauton donnent 85 p. 100 de réactions 
positives contre 76,7 p. 100 chez ceux qui ont recu du BCG de 
quatorze jours par la méme voie. La-deuxiéme semaine, tous les 
cobayes des lots vaccinés sont positifs a cette dose de tuberculine. 

A la quatriéme semaine, tous les cobayes sont positifs a la 
dose de 0,001 g de tuberculine. La dose de 0,0001 n’établit pas 
beaucoup de distinction, mais la dose de 0,00001 donne 19 p. 100 
et 10,3 p. 100 de posivité, pour les groupes vaccinés par scarifi- 
cations avec du BCG de sept jours et de quatorze jours respec- 
tivement. L’intensité des réactions a toutes les doses de tuber- 
culine (produit des diamétres de l’induration) est aussi nettement 
plus forte chez les vaccinés avec du vaccin de sept jours que 
chez ceux qui ont regu du vaccin de quatorze jours. 


B. Le pEGRE COLLECTIF DE RESISTANCE. — Les résultats de nos 
observations sont consignés dans le tableau I. 

La moilié des 26 cobayes témoins restant en expérience a partir 
du deuxiéme mois aprés l’infection, sont morts avec des lésions 
tuberculeuses généralisées entre le soixante-quinziéme et le cent 
soixante-dix-septiéme jour. Nous en faisons un compte séparé. 
Aucun vacciné des groupes comptés dans lexpérience a la méme 
époque n’est encore mort. 

A la lecture du tableau I, on constate que le lot de cobayes 
vaccinés avec du BCG de sept jours montre une résistance plus 
considérable que le lot de cobayes vaccinés avec du BCG de 
quatorze jours. Le degré moyen de tuberculose, chez les lots I-A 
(BCG de sept jours) et 1-B (BCG de quatorze jours) est de 0,54 
et 0,94 (moyenne de 0,74) comparativement a 1,81 pour les lots de 
témoins sacrifiés ou morts dans les mémes deélais. Pour les 
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raisons données dans notre introduction, on pouvait s ’attendre a 
ces résultats différentiels, que nous avons d’aillewrs confirmés 
dans une expérience concomitante en employant la vole sous- 
cutanée : le degré moyen des lésions organiques fut alors de 0,63 
pour le BCG de sept jours et de 0,82 pour celui de quatorze jours. 


Tipteau 1, — Le nodule de surinfection et le degré de résistance 
en tuberculose expérimentale. 


fe. cobayes trouvés porteurs de nodules Degré de tuberculose organique 


je de l'animal vivant Cob. sans | Degrés indiv. | Degré collectif 
lésions T.B. org. T.B. orgs 
org. No. gob. 
eee 21-50_jrs [286 is —_ ______ 
| 2 | a N aa 
ACCINES - 
Scarifiés | 
1-A 7 13 } 1] 7.6 7.6| 4] 30.8 
1-B | 14 16 } 3 |18.7 25.0| 6] 37.5 
MOYENNES | 13.5: 16.30 34.15 
| 
ENO 
orts - Tull | 
5 - 177 7s | 
| 
3A 13 12 | 92.6 -| - alee 
SACRIFIES | 
186 jrs 
3-B 13 10 | 77.0 10) 77.0 - - 


MOYENNES: 26 22 | 84.6 


C. La REDUCTION DE L’INCIDENCE ET LE RETARD DE L’ EVOLUTION 
DES NODULES DE SURINFECTION EN RAPPORT AVEC LE DEGREE COLLECTIF 
DE RESISTANCE. — Nous avons consigné le résultat des examens 
effectués par palpation au point d’inoculation virulente chez tous 
nos animaux, vaccinés et témoins. Deux observateurs diffé- 
rents se sont contrdlés. Du moment que l'un d’eux constatait la 
présence dun nodule dur, ulecéré ou non, du edté de Vinoculation 
virulente, le cas était compté comme positif. On éliminait ainsi la 
possibilité de favoriser la démonstration. On n’a pas constaté de 
nodule du cdté opposé. 

Nous avons groupé dans les trois périodes de vingt-et-un jours- 
cinquante jours, de cent cinquante-quatre jours et de cent quatre- 
vingt-six jours aprés Vinoculation virulente, les résultats démon- 
trant le nombre absolu et le pourcentage des nodules décelés dans 
chaque lot de cobayes sacrifiés. ‘ a 

La palpation au cent quatre-vingt-sixiéme jour fut faite immé- 
diatement avant le sacrifice des animaux et, & Vautopsie de 
chaque animal, on essaya de vérifier sommairement la présence 
des nodules proprement dits et des ganglions hypertrophiés 
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superficiels et avoisinants. Il arrive rarement que, a l’examen 
post mortem, on ne retrouve pas le nodule palpé chez le vivant 
ummédiatement avant le sacrifice. Dans ce cas, le ganglion 
poplité, enserré et fixé entre les masses musculaires, a pu étre 
pris i la palpation pour le nodule. Mais, avec un peu d’expé- 
rience, on évite aisément cette confusion (1). 

Période de vingl-et-un-cinquante jours. — Tenant compte de 
ces observations, si l’on analyse les pourcentages de cobayes qui, 
pour chaque lot, ont manifesté des nodules & un moment donné, 
on remarque que ces pourcentages sont de beaucoup plus élevés, 
dés la période de vingt-et-un-cinquante jours, chez les témoins 
non vaccinés que chez les animaux vaccinés : une moyenne de 
84,6 p. 100 pour les témoins et de 13,15 p. 100 pour les deux lots 
de vaccinés. A part deux témoins qui ont montré des nodules 
les trente-sixiéme et soixante-quatriéme jours, tous les autres qui 
en ont manifesté, l’ont fait dans un délai de trente-six jours, la 
plupart déja au vingt-et-uniéme jour. 

Or, nous avons vu que le BCG provenant d'une culture agée 
de sept jours confére un état plus élevé de résistance qu’une cul- 
ture agée de quatorze jours. L’analyse de lincidence des nodules 
de surinfeciion & cette période confirme amplement et précoce- 
ment ces différences : le pourcentage s’établit 4 7,6 p. 100 dans 
le cas du BCG de sept jours, contre 18,7 p. 100 dans celui 
de quatorze jours. 

Période de cent cinquante-qualre jours. — Si lon passe A la 
deuxiéme période d’observation des nodules, les pourcentages de 
nodules positifs n’augmentent praliquement pas. Il reste toujours 
une différence notable entre le BCG de sept jours et celui de 
quatorze jours. 

On voit aussi que 92 p. 100 des témoins morts de tuberculose 
entre le soixante-quinzi¢me et le cent soixante-dix-septiéme jour 
(lot 3-A) ont montré leurs nodules au cours de la période de 
vingt et un jours 4 cinquante jours aprés Pinoculation virulente, 
alors que chez 77 p. 100 seulement des témoins ayant survécu, 
et sacrifiés au cent quatre-vingt-sixiéme jour en méme temps que 
les vaccinés (lot 3-B), on observe le méme phénoméne. 

Période de cent quatre-vingl-six jours. — A cetle période de 
cent quatre-vingt-six jours, chez les témoins morts de tubercu- 
lose, on ne retrouve plus que 77 p. 100 de nodules, diminution 
qui est due au fait que plusieurs de ces nodules se sont abcédés 


(1) Nous avons récemment repris ces travaux en injectant Ja dose de 
réinfection, non plus dans la région inguinale, mais dans le coussinet 
plantaire. Les nodules sont alors évidents 4 la simple observation. Or, 
les résultats sont superposables 4 ceux que nous relatons ici et qui sont 
acquis par la palpation de la région inguinate. 
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et se sont vidés. Ils n’étaient alors plus décelables au_palper. 
Mais, au contraire, chez les sujets vaccinés et, chez ces derniers, 
surtout dans le lot correspondant A la culture de sept jours, il y 
a, a cette derniere période, une nouvelle augmentation notable 
du pourcentage de nodules. I] semble done certain que, pour 
une épreuve virulente minime, les sujets doués de plus 
grande résistance naturelle, mais surtout ceux a qui la vacci- 
nation a conféré un plus haut degré de résistance de nature 
spécifique, mettent plus de temps a former le nodule de surinfec- 
tion, lorsqu’ils en présentent, que le sujet de résistance naturelle 
ou spécifique moins grande. Dans le cas de ces derniers, les 
nodules évoluent plus vite et, dans un certain nombre de cas, se 
vident, ne sont plus décelables ou restent ulcérés. On notera d’ail- 
leurs qu'un plus grand nombre de nodules abcédés ou ulcérés 
est décelé chez les sujets témoins que chez les sujets vaccinés. 
Avec le BCG de sept jours, chez les vaccinés, aucun ulcére, 
1 avec le BCG de quatorze jours. Chez les témoins, 4 ulcéres, 
et il est intéressant de constater que ces ulcéres sont plus persis- 
tants chez les témoins que chez les vaccinés. 

De toute facon, au cent quatre-vingt-sixiéme jour, les différences 
déja constatées entre les lots vaccinés avec du BCG de sept jours 
et du BCG de quatorze jours se maintiennent, mais moins accen- 
tuées, et l’écart entre les vaccinés et les témoins, quant a la fré- 
quence des nodules, est encore considérable. 


COMMENTAIRE ET CONCLUSIONS. 


Il ne fait pas de doute que, dans ces expériences chez le cobaye, 
la vaccination par le BCG a 60 mg/cm* au moyen de 6 scearili- 
cations de 1 cm établit un état de résistance qui se manifeste : 
1° par la survie des vaccinés par rapport aux témoins (50 p. 100 
de ces derniers sont morts au moment du sacrifice au cent quatre- 
vingt-sixiéme jour aprés Vinoculation virulente) ; 2° par Pamoin- 
drissement considérable (50 p. 100 environ) du degré moyen des 
lésions tuberculeuses, chez les vaccinés, amoindrissement qui 
peut varier proportionnellement au degré de résistance provoqué 
dans chaque groupe par les artifices expérimentaux ; 3° par une 
réduction de la fréquence des nodules de surinfection virulente 
chez les vaccinés, plus démonstrative au cours des cinquante pre- 
micrs jours qui suivent cette épreuve, ou par un retard dans 
Vapparition de ces nodules et une évolution plus lente chez les 
sujets vaccinés par rapport aux non-vaccinés. 

Or, ces signes relatifs aux nodules de surinfection semblent 
varier quantitalivement avee le degré collectif{ de résistance, 
apprécié par le degré moyen des lésions organiques. La 
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démonstration est évidente quand on compare entre eux, A ces 
points de vue, les lots vaccinés par du BCG provenant de cul- 
tures agées de sept ou de quatorze jours. Le BCG de sept jours 
confére une résistance appréciablement plus élevée, ce qui est 
sans doute du, pour une bonne part, au fait du plus grand nombre 
de bacilles vivants contenus dans le BCG de sept jours et A la 
plus grande vitalité de ces bacilles jeunes. D’ailleurs, a dose 
égale, le BCG de sept jowrs confére aussi une allergie plus élevée 
chez l’animal et chez Vhomme que le BCG de quatorze jours [47]. 
Or, la réduction du nombre de nodules de réinoculation virulente, 
le retard de leur apparition et une évolution moins rapide ecarac- 
térisent les lots de cobayes vaccinés par du BCG de sept jours, 
et dés la premiére période d’observation s’étendant de vingt-six 
a cinquante jours. 

Plus les nodules sont précoces, plus vite ils évoluent vers l’ab- 
cédation et Vulcération ; le phénoméne est relativement accentué 
chez les témoins et dans les lots d’animaux moins résistants. 

La réduction de la fréquence des nodules de surinfection, le 
retard de leur apparition et de leur évolution peuvent donc per- 
mettre, lorsque traduits par des chiffres, d’apprécier de bonne 
heure, apres l’épreuve virulente, le degré collectif de résistance, 
du vivant méme des animaux d’expérience, peut-étre plus nette- 
ment encore que l’appréciation quantitative des lésions a l’au- 
topsie. Des expériences en cours nous permettent d’affirmer que 
Vinjection d’épreuve virulente par voie intra-plantaire, chez 
le cobaye, constitue une méthode moins subjective que linjec- 
tlon par vole sous-cutanée, et encore plus rapide et plus facile, 
en vue d’apprécier l’apparition des nodules de surinfection. 

Krause et Peters (loc. cit.) affirment que la production accé- 
lérée du nodule de surinfection est en relation avec le degré de 
protection. L’inflammation trés précoce détruirait la plupart des 
bacilles ; quelques-uns survivraient, seraient localisés ou focalisés 
et provoqueraient Vapparition rapide du nodule, cette tenue en 
échec retardant la dispersion dans les ganglions régionaux. 

Cependant, ces auteurs ont observé que, chez animal immu- 
nisé par des bacilles virulents, la réinfection virulente a dose 
modérée peut avorter sans rejet de bacilles et que, selon Vimpor- 
tance de cette dose bacillaire, on peut produire toute une gamme 
de réactions locales accélérées, a partir de la simple inflamma- 
tion jusqu’a la nécrose. 

Comment alors concilier nos observations avec celles de ces 
auteurs classiques ? 

Dans nos expériences, c’est tout au contraire, le silence tis- 
sulaire qui est en relation quantitative avec le degré de résis- 
tance, paradoxes et contradictions apparen's qui sont dus aux 
interactions de l’allergie et de Vimmunité. Chez l’animal sensi- 
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bilisé et immunisé, surtout par des bacilles virulents, les bacilles 
de réinfection provoquent une réaction locale accélérée qui peut 
avorter si la dose réinfectante est plutot modérée, sans qu’on 
puisse alors distinguer bien nettement le réle respectif de Val- 
lergie ou de Vimmunité dans ce phénoméne. Mais au contraire, 
les doses paucibacillaires de réinfection chez des sujets immu- 
nisés par le BCG et dont le degré d’allergie est plus faible, ne 
sollicitent pas cette sensibilité, mais elles sont quand méme 
tenues en échee in silu, uniquement, semble-t-il, sous leffet de 
Yimmunité puisqu’elles ne produisent de nodules que dans un 
délai trés retardé, qui dépasse tout ce qu’on a observé antérieu- 
rement, et au moment ot il est vraisemblable que la résistance 
diminue. Le silence tissulaire met ainsi en évidence et quantita- 
tivement, le seul jeu de limmunité, sans interposition du masque 
de Vallergie. 

Les expérimentateurs ont ainsi & leur portée, a une période 
précoce aprés la réinfection, une épreuve directe, spécifique, 
facile et quantitative de resistance collective chez le cobaye. 
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EFFETS DE TRAITEMENTS DISCONTINUS 
A LA STREPTOMYCINE SUR LA MULTIPLICATION 
IN VITRO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


par E. LECOCQ, R. DUBOIS et R. LINZ (°). 


(Laboratoire de Bactériologie de (Université libre de Bruzelles, 
Service de Médecine des Enfants et Laboratoire 
de Biologie clinique de I’Hépital Universitaire Saint-Pierre, 
Bruxelles.) 


I. — InrropuctTIion. 


Les techniques de mesure de la sensibilité de Mycobacterium 
tuberculosis a la streptomycine souffrent de nombreux défauts 
(iinze8): 

Plusieurs auteurs, parmi lesquels Gernez-Rieux et ses collabo- 
rateurs, ont montré que les essais pratiqués sur les animaux de 
laboratoire fournissent des résultats plus conformes a |’évolution 
clinique des malades que les tests réalisés in vilro. Ceci peut 
s’expliquer, en partie, par l’influence que les cellules et les 
humeurs exercent sur le complexe bactéries-antibiotiques (Linz et 
Lecoeq, 1). 

Mais on doit se demander si les méthodes utilisées in vitro, ne 
sont pas responsables, elles aussi, des écarts constatés. En effet, 
dans ces méthodes, on soumet habituellement les germes 4 l’action 
continue de la streptomycine : celle-ci est incorporée dans le milieu 
de culture ot sont également ensemencées les bactéries. Au 
contraire, dans Jes humeurs des malades et des animaux qui 
recoivent l’antibiotique en injections espacées, les concentrations 
varient considérablement d’un moment 4 un autre. Il est évident 
que si, par exemple, on trouve dans le sang une concentration 
résiduelle de ordre de 2 45 we par centimetre cube, trois a 
quatre heures aprés une injection intramusculaire de strepto- 
mycine, moment que |’on choisit d’ordinaire pour le dosage, une 
concentration beaucoup plus élevée était réalisée une demi-heure 
ou une heure aprés l’injection. 


(*) Manuscrit recu le 1° avril 1954. 
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Les différences sont encore plus marquées dans le liquide 
céphalo-rachidien de malades atteints de méningite tuberculeuse 
traités par des injections intrarachidiennes (Dubois et coll.) ; on 
trouve, par exemple, 1000 4 10000 pe de streptomycine par 
centimetre cube une ou deux heures aprés une injection intra- 
rachidienne, et seulement 0,5 A 5 pg par centimetre cube le len- 
demain. Signalons en outre que des variations de méme ampli- 
tude se répétent chaque jour, aprés chaque injection. 

Ainsi donc, d’une part, in vitro, le bacille de Koch étudié est 
soumis A l’action continue de la concentration constante et rela- 
tivement faible de streptomycine introduite dans le mileu de 
culture ; d’autre part, in vivo, il est soumis 4 un traitement dis- 
continu ot les concentrations sont trés variables (particuliérement 
dans le cas des traitements intrarachidiens). 

Les conditions étant tellement dissemblables, il est compréhen- 
sible que les résultats soient souvent différents. On peut légiti- 
mement se demander si ]& ne se trouve pas l’explication de cer- 
taines divergences constatées entre |’évolution clinique et les tests 
de laboratoire. 

Nous avons ainsi été amenés & comparer les effets, sur 
M. tuberculosis, de traitements 4 la streptomycine, continus 
dune part, et discontinus d’autre part. Les deux traitements ont 
été appliqués in vitro, afin de ne pas compliquer cette étude par 
Vinterférence des cellules et des humeurs des animaux d’expe- 
rience. 


II. — TrEcunigue. 


Le principe de nos expériences est de soumettre M. tuber- 
culosis dans un milieu de culture, & l’action de la streptomycine 
pendant quelques heures, puis de faire passer les germes dans 
un milieu dépourvu d’antibiotique pendant le reste de la journée ; 
les deux phases du traitement sont évidemment poursuivies 
a Pétuve a 38°. Le lendemain, le contact avec la streptomycine 
est instauré & nouveau pendant une partie de la journée et suivi 
par une nouvelle incubation en milieu sans antibiotique. Le méme 
cycle est recommencé tous les jours pendant un nombre variable 
de semaines. Ensuite, on éprouve la vitalité des bacilles en les 
introduisant une derni¢re fois dans un milieu exempt d’anti- 
biotique, ot ils demeurent quatre semaines sans interruption 
cecl nous permettra de voir s‘ils sont encore capables de multi- 
plication. 

En pratique, la solution de streptomycine a été diluée dans du 
milieu liquide de Dubos a l’albumine. Dans des essais paralléles, 
nous avons utilisé ce milieu pur ou additionné de « Tween 80 ». 
La présence de « Tween 80 » abaisse parfois le seuil bactério- 
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statique de la streptomycine, mais n’entraine pas d’autre modi- 
fication des résultats que nous exposerons plus loin. 

Chaque jour, les bacilles ont été maintenus pendant cing ou 
six heures dans le milieu avec streptomycine, puis celui-ci était 
remplacé par un volume égal de milieu de Dubos pur. 

Bien entendu, dans des tubes témoins sans streptomycine, on 
changeait le milieu pur au méme moment, et on le remplacait 
par d’autre milieu pur. 

Dans d’autres tubes, au contraire, nous réalisions un traite- 
ment continu. Les bains, additionnés ou non de streptomycine, 
n’étaient changés & aucun moment de Jincubation, sauf une 
seule fois, a la fin de l’expérience, ot la vitalité des bacilles 
était éprouvée en les plongeant dans un bain frais de milieu de 
culture pur. 

Dans les séries ot les bains étaient changés quotidiennement, 
nous n’avons par lavé les germes entre deux bains successifs ; 
aussi des traces de streptomycine sont-elles en réalité introduites 
dans le liquide « pur ». Cette circonstance ne nous a pas paru 
une géne, mais, au contraire, un avantage : elle nous a rap- 
prochés des conditions réalisées en clinique, ot les humeurs 
contiennent encore des traces de streptomycine au moment d’une 
nouvelle injection du médicament. 

Pour pouvoir plonger les bacilles dans les divers bains et les 
en retirer aisément, il fallait qu’ils fussent fixés sur un support. 
Nous avons essayé deux méthodes. 

Dans la premiére, 0,2 cm*® d’une culture de M. tuberculosis 
en milieu liquide de Dubos était ensemencé sur un milieu solide 
(milieu de Léwenstein-Jensen, ou gélose a l’ceuf) exempt d’anti- 
biotique. Les tubes étaient Jaissés en position horizontale pendant 
quinze a dix-huit heures, puis redressés. Aprés des périodes de 
pré-incubation variant d’un a dix jours, on introduisait le 
« bain » (milieu liquide de Dubos avec ou sans antibiotique) dans 
le fond des tubes, prudemment, au moyen de pipettes effilées 
pour éviter d’entrainer mécaniquement les colonies de la surface 
solide. On submergeait le milieu solide sur la moitié de sa hau- 
teur environ. Cing ou six heures plus tard, le liquide était aspiré 
et remplacé par du milieu neuf sans streptomycine. Et ainsi de 
suite. Malgré toutes les précautions, quelques opérations de ce 
genre suffisaient pour dénuder complétement la surface solide 
immergée, méme dans les tubes témoins sans streptomycine. La 
technique n’était done pas utilisable. 

Nous avons alors eu recours a une autre méthode : celle des 
cultures sur lames, préconisée par Pryce, par Jensen et par 
Etienne Bernard et Kreis (1). Une maniére élégante de réaliser un 
traitement discontinu in vitro a été imaginé par Kreis pour ces 
cultures : il suffit, en effet, de porter les lames d’un tube conte- 
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nant du milieu liquide additionné d’antibiotique dans un autre 
contenant le méme milieu sans antibiotique. Mais, dans ce but, 
les bactéries doivent étre soigneusement fixées sur les lames, 
afin de ne pas s’en détacher. Si elle ne sont pas incluses dans 
une expectoration ou du pus, Kreis propose de les fixer par 
Vaddition de blane d’ceuf, de gélose-gélatine ou de sérum 
sanguin ; aprés dessiccation, les préparations ne se détachent 
pas dans les bains. A notre avis, le blane d’ceuf et la gélose 
rendent difficile le stade terminal de la coloration et de l’examen 
microscopique des lames. Nous avons préféré les globules rouges 
du sang citraté qui n’offrent pas cet inconvénient : les globules 
sont, en effet, rapidement laqués par le milieu de Dubos. 

Nous avons opéré comme suit : une culture de M. tuberculosis 
de six a dix jours dans le milieu lquide de Dubos avec 
« Tween 80» (culture en plein développement) est mélangée 
avec les hématies du sang humain citraté (0,38 p. 1000) et 
glucosé (1 p. 1000) stérile. La proportion la plus favorable 
nous a paru étre d’une partie de culture pour deux parties de 
sang. Aprés agitation, le sang se laque partiellement, sans doute 
sous leffet du « Tween 80 ». On dispose, d’autre part, de lames 
porte-objets, coupées en deux dans le sens de Ja longueur, intro- 
duites chacune dans un tube de 14 4 15 mm de diameétre et de 
160 mm de longueur et stérilisées avec lui dans le four. On 
retire chaque lame de son tube avec des pinces flambées. Au 
moyen de pipettes Pasteur effilées, on dépose une trés_ petite 
gouttelette du mélange culture-sang sur la lame et on J étale 
uniformément sur toule une surface. On réintroduit la lame dans 
le tube. On maintient en position verticale et on laisse quatre 
heures & l’étuve & 38°, puis dans la chambre jusqu’au lendemain. 
Les préparations sont alors séches et suffisamment fixées pour 
résister aux changements de bain. On soumet les germes a une 
pré-incubation : dans chaque tube, on introduit quelques centi- 
metres cubes de milieu de Dubos pur, sans streptomycine. Aprés 
deux jours d’étuve a 38°, on retire chaque lame de son tube, 
on l’égoutte et on Vintroduit dans un autre tube (tube A), de 
mémes dimensions, garni au préalable de 4 cm® de milieu de 
Dubos. De cette facon, seule la partie inférieure de la lame est 
immergée, sur une hauteur de 2,5 cm environ; la partie supé- 
rieure sert de témoin a la partie inférieure. Selon le tube, Je 
milieu est utilisé pur (témoin) ou additionné dune quantité de 
streplomycine convenable pour que la concentration réalisée soit 
de 10, 100, 1000 ou 10000 wg/em*. Aprés cing a six heures 
d’étuve, on change de nouveau les lames de bain : on les plonge 
dans des tubes B, qui contienent tous du milieu pur. On reporte 
a l’étuve. 

Les mémes opérations sont recommencées et continuées les 
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jours suivants. Les tubes A (bains de streptomycine et témoins) 
sont conservés a la glaciére, 4 4°, et servent pendant trois a quatre 
jours ; puis on les remplace par des solutions fraiches qui servent 
a nouveau pendant trois a quatre jours. Le milieu pur des 
tubes B est également utilisé pendant trois a quatre jours, puis 
renouvelé, 

Nous avons surtout utilisé la souche E, de M. tuberculosis. 


Nous en possédons trois variants : un variant sensible, inhibé 
par 0,5 pg de streptomycine par centimetre cube et désigné par 
FE, 10,5 ; un variant résistant & 30 pg/em* et sensible 4 50 wg/em* 
(FE; t 50); un variant résistant 4 500 wg/em*, mais sensible 
i 1000 pwg/em* (E, i 1000) [mesures par le procédé habituel 
milieu de Dubos sans « Tween 80 » ensemencé au moyen de 1/10 
de son volume de culture sur milieu de Dubos avee « Tween 80 » 
igée de 7 a 10 jours]. 

Pour chaque variant, nous avons préparé plusieurs lames, 
chacune étant soumise 4 l’action discontinue d’une concentration 
différente de streptomycine. L’expérience a été en outre pour- 
suivie pendant des périodes de temps variables suivant les séries : 
dans lune, sept jours; dans une autre, quatorze jours; dans 
une autre encore, vingt-huit jours. Une série témoin a été établie 
dans le but de déterminer la sensibilité des germes dans le pro- 
cédé des lames : cette sensibilité n’était connue, en effet, que 
par le procédé courant, de culture ordinaire. Dans cette série, 
chaque lame était conservée de facon continue pendant quatorze 
jours dans le méme tube de milieu liquide, additionné ou non 
de streptomycine ; puis, comme il a été dit ci-dessus, la vitalité 
des bacilles était éprouvée en portant toutes les lames dans du 
milieu pur sans anlibiolique, oti elles restérent vingt-huit jours 
a l’étuve. 

A la fin de lexpérience, les lames de toutes les séries étaient 
retirées de leurs tubes et plongées dans de nouveaux tubes conte- 
nant de l’eau sur 8 cm de hauteur environ. On chauffait au bain- 
marie jusqu’a ébullition, et on maintenait l’ébullition pendant 
cing minutes. Enfin, on colorait par le procédé de Ziehl-Neelsen 
et on examinait au microscope. 

On peut juger grossiérement de la multiplication en examinant 
la lame avant cette coloration finale : une multiplication abon- 
dante se marque par un feutrage blanc trés visible. Mais on voit 
beaucoup mieux la multiplication sous le microscope, aprés 
coloration. 

On se souvient que la partie de la préparation, qui reste cons- 
tamment au-dessus des bains de culture, sert de témoin 4a |’autre 
une simple comparaison suffit pour apprécier le degré de multi- 
plication des germes immergés (voir fig.). 
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On constale que les bacilles sont plus ou moins isolés, ou 
croupés en amas. S’ils sont isolés, ou s‘ils ne forment que 
de rares amas de moins de 5 individus, nous admettons 
quils ne se sont pas multipliés. C’est, en effet, le tableau 
que présente la partie témoin de la lame, celle qui ne fut 
pas immergée. Si, au contraire, on rencontre de nombreux 
amas ou des torsades volumineuses (généralement beaucoup plus 
de 10 bacilles), la multiplication est certaine. Enfin, sil n’existe 


Fic. 4. — Souche Es, variant sensible. Culture sur lame (aprés mélange avec 
hématies humaines) en milieu de Dubos au « Tween 80 », sans streptomycine. 
Immersion partielle de la lame. Age de la culture : 14 jours + 28 jours. Colo- 
ration de Ziehl-Neelsen. Grossissement environ 1 200 fois. Noter, en bas, la 
masse sombre, des hacilles qui se sont multipliés abondamment dans la 
partie immergée de la lame; en haut, des bacilles épars et relativement rares, 
qui ne se sont pas mulltipliés, cette partie de la lame n’étant pas immergée. 


que quelques amas de 5 4 10 individus, comme la partie témoin 
de la lame en montre parfois quelques-uns, il vaut mieux se can- 
tonner dans le doute et ne conclure, ni a Vinhibition, ni a la 
multiplication. 


LI; —= Resurrans: 


Les résultats dune expérience typique figurent dans le tableau. 
Nous avons dit que nous cherchions si, aprés les divers trai- 
tements auxquels ils avaient été soumis, les bacilles tuberculeux 
6laient devenus incapables de se multipher dans un milieu de 
culture sans antibiotique. Considérant de ce point de vue la pre- 
miére série de tubes, ott Vaction de la streptomycine a été 
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continue, on voit que les concentrations nécessaires sont, méme 
ici, plus élevées que celles qui suffisent & inhiber la multiplica- 
tion dans la technique « ordinaire ». Par technique « ordinaire », 
nous entendons celle ou! les germes ne sont pas fixés sur lames, 
mais directement introduits dans la masse du liquide, et ot la 
lecture tient compte du trouble des tubes. Les effets inhibiteurs 
sont obtenus dans l'une et l’autre techniques par les concentra- 
tions suivantes 
TECHNIQUE ORDINAIRE LAMES PREMIERE SERIE 


Becher Dice, ses ioc. tees 0,5 ug/cms 14a 10 ug/cm? 
Berigo0 see reer Ske, 50 =ug/em3 400 &@ 4 000 ug/cm3 
E;i1000....... 41000 wyug/em? plus que 4 000 pg/em? 


Ceci est conforme aux observations d’Etienne Bernard et Kreis. 
On peut se représenter que plusieurs conditions rendent moins 
active la streptomycine dans le procédé des lames que nous avons 
utilisé : gangue protectrice de sang, accumulation locale des 
germes qui eussent été dispersés dans un ensemencement en 
tubes, et surtout, probablement, l’épreuve finale de vitalité qui 
permet la multiplication de tout bacille qui en est encore capable. 
En réalité, cette derniére épreuve mesure plutédt le pouvoir bacté- 
ricide que le pouvoir bactériostatique de la streptomycine. 

Le tableau montre aussi qu’un traitement discontinu, de cing 
a six heures par jour, a un effet semblable au traitement continu 
appliqué dans les mémes conditions : si lon excepte peut-étre 
la deuxiéme série oti ce traitement n’est poursuivi que pendant 
sept jours, lVinhibition de la multiplication des bactéries est 
obtenue aussi facilement dans les deux procédés. 

Cela signifie : 1° qu’il suffit de soumettre les germes a l’action 
de la streptomycine pendant cing a4 six heures par jour, tous les 
jours pendant deux a quatre semaines, pour les rendre incapables 
de multiplication ultérieure, quand on les replace dans un milieu 
exempt d’antibiotique ; 2° que les concentrations de streptomycine 
nécessaires a cet effet, sont du méme ordre de grandeur que celles 
qui sont indispensables lorsqu’on laisse Vantibiotique en contact 
constant avec les germes. Or, cette dermiére conclusion est en 
contradiction avec les résultats publiés par Bernard et Kreis : les 
souches partiellement résistantes (2 a 5 unités par centimétre cube) 
que ces auteurs ont étudiées ne sont pas inhibées lorsqu’elles ont 
subi l’action de 15 unités de streptomycine par centimétre cube 
pendant huit heures par jour. Mais Bernard et Kreis comparent 
les résultats sur lames (et traitement discontinu) avec les résultats 
obtenus en tubes (et traitement continu), tandis que nous-mémes 
préférons ne comparer que les résultats obtenus sur lames. Le 
traitement sur lame exige, comme nous venons de le souligner, 
environ dix fois plus de streptomycine que le traitement en tubes 
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pour aboutir a Vinhibition de la multiplication des germes, et il 
parait hasardeux de comparer des résultats obtenus par deux pro- 
cédés aussi différents. 

Il faut que le germe soit tres résistant (E; 1 1 000) pour que le 
traitement discontinu ne Vinhibe pas; mais alors le traitement 


TasLeiu I. — Effet des traitements continu et discontinu 
sur la multiplication de M. tuberculosis, souche Es. 


VARIANTS Concentr. Traitem. Traitements discontinus pendant 
de strept. continu 7 jours I4 jours 28 jours 
(9/en") de I4 je 
(1© sér.) (eo ssér)) (Go sere enawnser. )ie 
Eo HAO) 0 -+ ++ ++ ++ 
O.1 + ++ ++ ++ 
a + + + 0) 
I0 0) (0) (0) (0) 
Be ty 50 ++ ++ ++ ++ 
, Ag ++ ++ ++ ++ 
10 + ++ ++ ++ 
I00 + ++ + + 
1000 0) + fo) fe) 
Es i 1000 0 ++ ae eure nate 
Io ++ ++ ++ ++ 
100 ++ ++ ++ ++ 
IO000 ++ ++ ++ + 
IO0000 + ++ + + 


Cultures sur lames; lectures aprés vingt-huit jours d'incubation dans le 
milieu de Dubos sans streptomycine, qui fait elle-méme suite aux traitements 
indiqués. Degrés de multiplication : O, pas de multiplication bacilles isolés ou 
en groupes de moins de 5); +, multiplication douteuse (quelques groupe~ de 
5 410); +, multiplication certaine (amas et torsades de 10 bacilles au moins; 
amas et torsades nombreux); ++, tres nombreux amas et torsades de plu- 
sieurs centaines de bacilles. 


continu, si l'on se place dans les mémes conditions d’expé- 
rience (sur lames) ne Vinhibe pas davantage. Il faudrait sans 
doute plus de streptomycine qu'il n’est pratique d’en mettre en 
solution. 

Confrontons 4 présent les résultats que nous venons d’exposer 
avee ceux que deux d’entre nous avaient obtenus antérieurement 
(Linz et Lecocq, 3) : lorsque M. tuberculosis est ensemencé dans 
des tubes de milicu liquide de Dubos additionné de streptomycine, 
action inhibitrice de celle-ci devient irréversible aprés quatre 
jours dincubation & 38° (contact continu). Avee la technique des 
lames et du contact discontinu, leffet devient également irréver- 
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sible, mais aprés quatorze jours (voir le tableau). Il est curieux de 
constater que le nombre total d’heures de contact nécessaires est 
semblable dans les deux types d’expérience : environ quatre-vingt- 
seize heures (quatre fois vingt-quatre heures) lorsque le contact 
est continu, et soixante-dix A quatre- -vingt-quatre heures (quatorze 
fois cinq a six heures) lorsqu’il est discontinu. Naturellement, il 
serait prématuré de déduire simplement que les effets des traite- 
ments discontinus s’additionnent. 

Bornons-nous a constater un fait : l’effet bactériostatique de la 
streptomycine sur M. tuberculosis peut s’obtenir aussi bien par un 
traitement discontinu que par un traitement continu, et il ne faut 
pas davantage de streptomycine dans le premier cas que dans le 
second. 

Les observations in vitro que nous venons de rapporter, jettent 
peut-étre un jour nouveau sur certaines constatations cliniques 
demeurées inexpliquées jusqu’a présent. 

Nous venons de voir que Ja multiplication de variants de 

M. tuberculosis relativement résistants peut étre incontestablement 
inhibée si on soumet les germes de facon discontinue A l’action 
de concentrations suffisamment fortes de streptomycine. Or, on 
sait, d’une part, que parfois des enfants atteints de méningite 
tuberculeuse guérissent, grace 4 la streptomycine, bien que les 
souches de M. tuberculosis, isolées de leur liquide céphalo-rachi- 
dien, contiennent une proportion plus ou moins grande de bacilles 
résistants (Linz, Dubois et Lecocq ; Wilking et coll.). Sous l’action 
du médicament, ces bacilles résistants eussent di étre seuls a pro- 
liférer et eussent dai supplanter les sensibles (Linz et Lecocq, 2), 
laffection edit di devenir réfractaire au traitement et conduire le 
malade 4 une mort rapide. Des contréles soigneux ayant écarté 
complétement la possibilité d’erreurs ou de confusions, il reste 
jd envisager deux hypothéses pour expliquer la guérison : 

a) Les souches cultivées au laboratoire n’ont pas la méme 
composition que celles qui infectaient le malade ; 

b) Elles ne résistent pas aux taux élevés de streptomycine 
réalisés pendant quelques heures, tous les jours, dans_ les 
liquides céphalo-rachidiens des malades. 

Quant A la premiére hypothése, il est vrai que la mise en cul- 
ture ou l’inoculation au cobaye peuvent modifier la composition 
d’une souche de M. tuberculosis. Mais le changement s’opére dans 
le sens opposé a celui qu’il faudrait postuler ici : l’absence de 
contact avec la streptomycine tend, en effet, a faire disparaitre des 
variants résistants (Linz, 2). Les souches cultivées pourraient donc 
étre plus sensibles a la streptomycine que les souches infectant les 
malades. Mais c’est le phénoméne inverse que |’on constate. 

La seconde hypothése, au contraire, trouve un appui dans les 
présentes recherches. Les taux de streptomycine dans Jes liquides 
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céphalo-rachidiens des malades, sont en effet, beaucoup plus 
élevés que 100 wg/em* pendant les premiéres heures qui suivent 
injection intrarachidienne (Dubois et Linz): ils atteignent 1 000 
et 5000 pe par centimétre cube, et tombent généralement beau- 
coup plus bas dans la suite de la journée. 

Comme on vient de le voir, des bacilles résistants 4 100 wg/cm* 
mais sensibles 4 1000 ng, par exemple, sont inhibés dans ces 
conditions, tout au moins in vitro. On peut présumer qu'il en 
est de méme in vivo, ou les cellules et les humeurs contribuent au 
surplus a la destruction des germes. 

Ainsi done, les présentes expériences peuvent expliquer des 
faits que nous avons constatés antérieurement, A savoir que des 
enfants dont les méninges étaient infectées par des bacilles tuber- 
culeux résistant 4 100 pg de streptomycine par centimétre cube, 
peuvent guérir sans incidents particuliers, grace au_ traitement 
intrarachidien par la streptomycine. La disparition des bacilles 
résistants et la guérison des malades sont dues vraisemblablement 
aux concentrations de |’antibiotique, trés élevées, mais de peu de 
durée, que linjection locale réalisait chaque jour. 

Ajoutons en terminant que l’inhibition de la multiplication de 
M. tuberculosis par des contacts discontinus, mais quotidiens, 
avec de fortes concentrations de streptomycine, permet de mettre 
en doute la valeur d’une opinion jusqu’ici implicitement admise : 
que le traitement des malades doit s’efforcer de maintenir un 
taux minimum de l’antibiotique dans les humeurs, taux mesuré 
juste avant Vinjection suivante du médicament. I] semble qu’au 
contraire, les taux utiles sont les taux maximum réalisés aussit6t 
aprés linjection, méme sils ne durent guére, a condition qu’ils 
soient fréquemment répétés. Ils expliquent linhibition de germes 
qui résistent cependant aux concentrations minimum trouvées plus 
longtemps aprés l’injection. 


IV. — Conc.uusions. 


1° On savait qu’un contact relativement court (quatre jours) 
de M. tuberculosis sensible avec la streptomycine, inhibe irréver- 
siblement la multiplication de cette bactérie. Un contact discontinu 
de cing a six heures par jour, pendant quatorze jours, aboutit au 
méme résultat si les concentrations de la streptomycine sont plus 
fortes : les bacilles deviennent incapables de proliférer pendant 
vingt-huit jours au moins aprés ce traitement. 

2° Des variants relativement résistants de M. tuberculosis se 
comportent de la méme fagon, 4 condition d’utiliser des concen- 
trations trés élevées de streptomycine. Cependant, si les variants 
sont extrémement résistants, ils sont insensibles a la fois au trai- 
tement continu et au traitement discontinu. 
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3° Ces faits impliquent des conséquences pratiques qui sont 
discutées. 
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ESSAIS COMPARATIFS D'IMMUNISATION 
DU RAT BLANC 
CONTRE LA BRUCELLOSE EXPERIMENTALE 
AU MOYEN DE VACCIN VIVANT ET DE VACCIN TUE 


par H. JACOTOT et A. VALLEE (*). 
(Aide-Technique : A. LE PRIOL.) 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie animale.) 


Dans un travail antérieur nous avons montré que chez le rat 
blanc, Vinoculation intrapéritonéale d’une suspension de bru- 
celles hautement pathogénes, additionnée de mucine déterminait 
une toxi-infection brutale entrainant la mort dans de courts 
délais, le plus souvent, et engendrant, en cas de survie prolongée, 
d’importantes altérations viscérales et péritonéales (1). 

Ces diverses manifestations et, notamment, l’issue fatale dans 
les jours qui suivent l’inoculation virulente sont des tests d’inter- 
prétation facile que nous nous sommes proposé de mettre en 
ceuvre dans les essais de vaccination rapportés ci-dessous. 

Nous avons utilisé, isolément ou en association, d’une part, 
la souche vaccinale B 19 en suspension contenant 10 milliards 
de germes au cm*, d’autre part une anaculture phéniquée de cette 
méme souche. 

Cette anaculture est constituée par une suspension contenant 
100 milliards de germes au cm*, qui a été additionnée de 10 p. 100 
d’acide phénique au dixieme. Aprés un séjour de 48 heures a la 
température de 37° la suspension microbienne ne contient plus 
de germes vivants. L’anaculture a été employée, ou telle quelle, 
ou aprés addition de 20 p. 100 d’une solution d’alun de potas- 
sium, au dixiéme. 

Précisons tout de suite qu’aux doses adoptées dans ces essais 
la B 19 et Vanaculture non alunée sont parfaitement supportées 
par le rat blane ; au contraire, lorsqu’on ne prend pas de pré- 
cautions, lanacullure alunée entraine chez un certain nombre 
d’animaux la formation d’abcés aseptiques. 


(*) Sociélé Frangaise de Microbiologie, sGance du 6 mai 1954. 
(1) Ces Annales, 86, 1954, 29. 
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Nous avons toujours expérimenté sur des rats femelles. 


PREMIERE EXPERIENCE. — On forme trois lots de 10, 9 et 
9 rats. 

Les rats du 1* lot regoivent chacun, le 28 juin 1951, 0,5 cm? 
de la suspension de B 19 diluée au 1/500. La dose pour chaque 
animal est done de 10 millions de brucelles vivantes. 

Les rats du 2° lot sont traités de la méme facon ; et, en plus, 
le méme jour d’abord, puis deux fois encore, A deux semaines 
d’intervalle, on injecte a chacun d’eux 1 cm® d’anaculture non 
alunée. 

Les rats du 3° lot ne regoivent pas de brucelles vivantes mais, 
comme ceux du 2° lot, trois fois 1 cm* d’anaculture. 

L’épreuve virulente est effectuée le 8 novembre 1951, c’est-a- 
dire trois mois et demi aprés les derniéres injections d’anacul- 
ture et quatre mois et demi aprés les injections de vaccin vivant. 
Cette épreuve consiste en l’inoculation intrapéritonéale de 0,5 cm? 
d’une suspension de Br. abortus de pouvoir pathogéne caracté- 
risé additionnée de deux parties de mucine au 1/20 (soit 5 mil- 
liards de germes). 

10 rats neufs sont inoculés comme témoins ; 8 meurent de bru- 
cellose suraigué du 9 au 16 novembre, dont 6 dans les qua- 
rante-huit heures ; 1 autre meurt le 13 mars 1952 (quatre mois 
amas d’abcés et ensemencement positif); le dernier meurt le 
13 aodt 1952 (huit mois : séquelles d’abcés pulmonaires — ense- 
mencement négatif). 

Tous les rats vaccinés résistent 4 l’épreuve. 

Deux mois et demi aprés l’épreuve on sacrifie les 10 rats du 
1 lot (vaccin vivant) et les 9 rats du 2° lot (vaccin vivant + 
vaccin tué). Chez la plupart d’entre eux on note quelques altéra- 
tions congestives de la rate, du foie ou du tractus génital ; un 
animal du 2° lot présente deux abcés spléniques comme des 
grains de mil. Les ensemencements effectués a partir de la rate, 
du foie, du contenu de l’utérus permettent de retrouver la bru- 
celle d’épreuve chez 9 sur 10 des rats du 1% lot et chez 5 sur 9 
de ceux du 2° lot. 

Cing rats du 3° lot (vaccin tué) sont sacrifiés trois mois aprés 
l’épreuve. Ils présentent la méme apparence que les précédents ; 
l'un porte de nombreux petits abcés pulmonaires, un autre un 
gros abcés d’un lobe. La brucelle est retrouvée chez tous. Les 
4 derniers meurent dans les six semaines suivantes ; la cause de 
leur mort reste imprécise ; 1 seul présente une séquelle pulmo- 
naire suspecte ; les ensemencements sont négatifs pour 3 d’entre 
eux et positifs pour le 4°. 

Il ressort de ces constatations que, dans le délai d’observa- 
tion de trois mois, tous les rats vaccinés ont résisté a l’mocula- 
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tion d’épreuve qui avait tué en quelques jours 8 témoins sur 10. 
Des résultats donnés par les ensemencements effectués sur les 
mémes animaux sacrifiés ou morts au dela de ce délai il parait 
ressortir que l’injection de vaccin tué (en association avec le 
vaecin vivant dans le 2° lot ou seul dans le 3° lot) a favorisé l’auto- 
stérilisation ultérieure de lVorganisme, |’élimination de la bru- 
celle d’épreuve. 


DEUXIiME EXPERIENCE. — On constitue deux groupes de 6 rats 
qui tous seront vaccinés avec la culture phéniquée alunée ; mais 
ceux du premier groupe recevront une fois seulement 5 cm* de 
cet anavirus le 27 décembre 1951, tandis que les autres recevront 
trois fois la méme quantité, a dix jours d’intervalle, les 27 décem- 
bre 1951, 7 janvier et 18 janvier 1952. 

Ces 12 rats sont éprouvés le 25 mars 1952; a ce moment ceux 
du premier groupe sont en bon état d’entretien, les autres, qui 
ont été vaccinés trois fois, sont atteints de gale généralisée ; en 
méme temps, on inocule 6 rats témoins. 

L’épreuve est faite par inoculation intrapéritonéale d’une sus- 
pension de Br. abortus additionnée de deux parties de mucine 
au 1/20; chaque animal regoit 1,5 cm* du mélange, soit 
4 milhiards de germes. 

Des 6 rats témoins, 5 meurent de brucellose suraigué entre 
le 27 mars et le 4 avril; le dernier survivra; sacrifié six mois 
plus tard, il ne présentera aucune lésion et donnera des ense- 
mencements négatifs. 

Les 6 rats vaccinés en un temps résistent a l’épreuve ; sacrifiés 
sept mois plus tard, ils donneront tous des ensemencements 
négatifs, deux d’entre eux présentant cependant quelques lésions 
cicatricielles du poumon pouvant étre rapportées a linfection 
d’ épreuve. 

Les 6 rats galeux, qui ont été vaccinés a trois reprises, meurent 
dans des délais compris entre vingt et cinquante jours; aucun 
ne présente de lésion, mais chez tous on isole la_ brucelle 
d’épreuve (dans la rate, six fois; dans le foie, cing fois). 

De cette expérience, il se dégage que, chez les rats en bon 
état d’entretien, une seule injection d’anaculture a parfaitement 
protégé contre une inoculation d’épreuve pratiquée trois mois 
apres et mortelle dans de courts délais pour 5 témoins sur 6. 
Il semble bien, au contraire, que chez les rats gravement atteints 
de gale trois injections successives du méme vaccin n’aient 
engendré qu’une faible immunité, puisque les animaux sont tous 


morts dans les semaines suivantes, et en état d’infection bru- 
cellique. 


TROISIEME ET QUATRIZME EXPERIENCES. — Ces expériences ont 
été étabhes sur un seul et méme protocole, mais elles comportent 
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des épreuves successives 4 des intervalles différents ; nous les 
avons résumées dans les deux tableaux ci-joints. 


TasLeAu I. — A): E=Ensemencements; B) : L = Lésions. 
Epreuve} Vaccin vivant 


Vaccin tué Vaccin vivant &§Veccin Vivent le Témoins 


aprés le 2763.52 les 27.3, Vaccin tué le [27.38.52 = Veccin 
7 et 18.4.58 | 27.23.52 tué les 7 et 
18.4.52 
Pee nas Bi eee ae ee ae atl FE ae Dep en eee ay ey 
7 mois 16 rats 7 rats & rats 8 rats 8 rats 1) 
Résistent tous. |Résistent tous|Résistent tous.|Pésistent tovs. }6 meurent de brucel 
Secrifiés 5 mois|Sacrifiés 5 Sacrifiés 5mois}]Sacrifiés 5 mois lose,.4 dans les 
pjus tard. mois plus tarddrplus tarde plus tard. 48 h., 1 aprés 17 
By: négatifs. JE : négatifs. JE : négatifs. |E.: négatifs. jours, 1 aprés 2 
L773: 1 sbeés pul¢L : 4 cicatri-]L : 2 cicatrices]L : 1 cicatrice }mois 1/2 ; 
monaire, ces pulmonaires]pulmonaires pulmonaire 2 derniers sacri- 
fiés 5 mois plus 
tard. 
F 3: négatifse 
L : 1 collection 
utérines 
8 mois 10 rats 5 rats 5 rats 4 rats 10 rats 2) 


Résistent touse 
Sacrifiés 4 mois 
plus tard. 

E : négasifs. 
I, : 1 abeds p 
monaires 


1/2 3 meurent de br 
cellose dans les 
30 jours ; 
7? autres sacri- 
fiés 4 mois plus 
tard. 
E: @ positifs. 
L : 1 abcés pul- 


Résistent tous 
Sacrifiés 4 

mois plus tard 
E: négatifs.” 
L : 1 cicatri- 
ce pulmonaire 


1 meurt de bru=- {7 meurent de brucel 
cellose aprés 3 flose dans les 5 
mois ; jours. a 

3 survivants sa-|]2 survivants sacri- 
crifiés 4 mois |fiés 5 mois plus 
plus tard. tard. 

E: 1 positif. JE: négatifs. 

1: 1 splénomé- JL : aucune. 


monaire, 1 abcés galie. 
péritonéal. 
12 mois 7 rats 5 rats 7 rats 6 rats 10 rats 3) 


Résistent tous. |7 meurent de brucel 
Sacrifiés 6 se-|Sacrifiés 6 se- Jlose dans les 8 
maines plus maines plus tard}jours. Survivants 
E: 7 positifs.JE : 6 positifse |sacrifiés 6 semaires 
L : 2 abcés pul-|plus tard. 


4 meurent dans {[Résistent tous/Résistent touse 
les 40 jours,dont|Sacrifiés 5 s 
2 de brucellose |maines plus 
confirmée, 3 sur¢tard. ~ 


vivants sacrifiés|E : 5 positifs 


6 semaines plus }{L : 1 splénomé monaires monaires,. E: 3 positifs. 
tard. galie. L ; aucunee 

E : 3 positifs. 

Z : aucune 


Dans chacune d’elles, les rats répartis en 4 groupes ont été 
vaccinés comme suit 

Groupe 1 : chaque animal recoit 0,5 cm* d’une suspension 
de B 19 au 1/500, soit 10 millions de germes vivants. ria 

Groupe 2 : chaque animal regoit en trois fois, 4 dix jours 
d’intervalle, 3 cm* d’anaculture phéniquée non alunée, soit 
300 milliards de corps microbiens au total. ' 

Groupe 3 : chaque animal regoit simultanément et en des points 
différents 10 millions de germes vivants et 100 milliards de corps 
microbiens tués par l’acide phénique. a 

Groupe 4 : chaque animal regoit d’abord 10 millions de germes 
vivants, puis dix et vingt jours aprés, chaque fois, 100 milliards 
de corps microbiens tués par l’acide phénique. 

Les trois premiéres épreuves ont été communes aux deux 
expériences. ' 

Il a été observé qu’aprés chaque épreuve, des le lendemain, 
l’état général des témoins ¢tait gravement atteint (prostration, 
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horripilation générale, inappétence); ces signes  s’atténuaient 
plus ou moins lentement chez ceux qui devaient survivre. 

Tout au contraire, et ceci était frappant, les vaccinés conser- 
vaient pour la plupart leur habitus inchangé ; seuls réagissaient 
plus ou moins fortement ceux qui devaient succomber ultérieu- 
rement ou présenter aprés le sacrifice de grosses lésions. 

Le dépouillement de ces résultats permet de chiffrer, dans une 
certaine mesure, la valeur des vaccinations mises en ceuvre. On 
constate ainsi que dans l’année qui a suivi l’injection des vaccins 
les animaux ont résisté aux épreuves virulentes dans les propor- 
tions suivantes : 


Premier lot (vaccin vivant). ..... 5 o 5 RUGS 82 5. alo) 
Deuxiemelotvaccimytus)e. ae ce 32/32—=100 p. 100 
Troisiéme lot {(vaccin vivant et vaccin tué 

Siminitanément) eae eres te eee ns 33/35 = 94,5 p. 100 
Quatriéme lot (vaccin vivant et vaccin tué 

SUCCESSLVEMENG)Ie aie tterteenicne 4) ome 31/33=—=" 94 p. 4100 
ARSECVIN S 1G 6, 6 Gua gt ps ooo oe ones we o/ 28 — 28h pe ped 00 


D’autre part, parmi les survivants, la proportion de sujets, 
présentant, lors du sacrifice, des lésions imputables a ]’épreuve 
brucellique, s’est trouvée du méme ordre de grandeur dans tous 
les lots de vaccinés (18 4 22 p. 100). 

Chez les survivants encore, la constatation suivante est inté- 
ressante : d’une maniére générale, cing semaines aprés |’ épreuve 
tous hébergeaient la brucelle ; quatre mois aprés cette épreuve, 
rares au contraire étaient les animaux qui donnaient des ense- 
mencements positifs et, cing mois aprés ]’épreuve, tous avaient 
effectué leur autostérilisation ; ces observations sont valables 
pour les témoins. 

Enfin, la conclusion pratique de ces deux expériences peut se 
formuler ainsi : 

1° Quel qu’ait été le protocole, les effets de la vaccination se 
sont manifestés pendant un an ; trois mois plus tard, ils n’étaient 
plus appréciables (mais alors les observations n’ont porté que 
sur un tout petit nombre de sujets). 

2° Les injections de vaccin tué se sont révélées d’une efficacité 
certaine, au moins égale, dans l’ensemble, a celle du vaccin 
vivant. 

CoNcLUSION. 


L’injection aux rats blancs d’une anaculture phéniquée (B 19) 
leur permet de résister 4 une inoculation d’épreuve mortelle en 
des délais généralement courts pour plus des deux tiers des 


témoins. 
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L’immunité dont bénéficient les rats ainsi vaccinés se main- 
tient pendant une année. Elle ne le céde en rien a celle qui suit 
Vinoculation du vaccin vivant de méme souche (B 19). 

Ces constatations sont en contradiction avec la notion qui 
a longtemps prévalu de linefficacité des vaccins tués en matiére 
de brucellose. Elle légitime l’emploi des méthodes d’immunisa- 
tion basées sur l’administration simultanée de vaccin vivant et 
de vaccin tué, méthodes dont la valeur a été expérimentalement 
établie déja chez le cobaye (M. Lisbonne, G. Roman, L. Carrére, 
H. Quatrefages, G. Renoux). 


A PROPOS DES TECHNIQUES D’IDENTIFICATION 
DES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 
PAR LES PHAGES (’). 


1. — OPERATIONS PRELIMINAIRES 
ET IDENTIFICATION PROPREMENT DITE 


par R. WAHL et J. FOUACE. 


(Institut Pasteur.) 


Les diverses opérations nécessaires pour préparer et effectuer 
Videntification des souches de staphylocoques par les phages 
doivent étre standardisées pour que Jes résultats obtenus soient 
comparables entre eux. 

Aprés les travaux de Fisk [4] et ceux de Wilson et Atkinson [6], 
Wahl et Lapeyre-Mensignac [4] ont proposé l’adoption de cer- 
taines techniques. Depuis nous y avons apporté quelques modifi- 
cations et nous pensons qu'il est utile de reprendre la description 
de lV’ensemble des opérations, en indiquant les raisons de ces 
modifications. 

R. E. O. Willams et J. E. Rippon [5], dans un important 
mémoire, ont également décrit leur technique, qui différe de la 
néltre sur quelques points que nous discuterons. 


I, — MILIeux DE CULTURE. 


Nous utilisons trois milieux, dont chacun correspond a des 
usages différents : le bouillon gélosé a forte concentration de 
gélose, pour lentretien des souches; l’eau peptonée glucosée, 
pour la préparation des lysats ; eau peptonée gélosée a faible 
concentration de gélose, pour le titrage des phages, pour la 
détermination des dilutions a utiliser et pour identification des 
souches proprement dites. 

1° Le bouillon gélosé a forte concentration de gélose (2,5 p. 100) 
est préparé avec un mélange a parties égales de liquide de diges- 
tion peptique de viande et “de macération de viande. II est utilisé 
en tubes inclinés. Il est réparti, précipité et filtré suivant la 
technique habituelle. Ce milieu a été choisi pour l’entretien des 
souches parce qu’il est moins favorable qu’un milieu liquide a la 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% avril 1954. 
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production des phages par les souches lysogénes de staphylo- 
coques. En particulier, les lyses spontanées des cultures que l'on 
observe a certains moments sous des influences encore Inconnues 
s’y produisent moins souvent. 

2° L’eau peptonée glucosée contient 2,5 p. 100 de peptone (1) 
et 0,2 p. 100 de glucose. Elle sert a la préparation des lysats 
parce qu’elle est plus favorable que le bouillon a la multiph- 
cation de cer‘ains phages. 

3° L’eau peptonée gélosée a faible concentration de gélose 
(1,2 p. 100) doit étre préparée avec une peptone toujours de 
méme marque (1) adoptée une fois pour toutes, et autant que 
possible avec le méme stock, aucune marque ne garantissant une 
fabrication constante. En effet, nous avons vérifié que la densité 
et l’aspect de la couche microbienne et surtout le nombre et !a 
taille des plages différent suivant la peptone utilisée. Il est 
probable que la qualité de la gélose a aussi son importance. 
Nous n’avons pas fait de recherches a ce sujet. Nous n’ajoutons 
ni calcium, ni glucose 4 l’eau peptonée gélosée parce que, avec 
la peptone et la gélose que nous utilisons, laddition de calcium 
ne change pas les réactions du phage (la concentration de ce 
cation est probablement suffisante dans le milieu), et que 
Vaddition de glucose parait inhiber légérement la lyse et aug- 
menter amplitude des variations des résultats pour une méme 
souche et un méme phage. Le milieu est précipité a 120°, filtré, 
réparti en tubes de 22 x 2,2 (en flacons la dessicvation est trop 
rapide). Le temps de stockage ne dépasse pas huit jours en tubes 
bouchés au coton et un mois en tubes capuchonnés. 

Ce milieu convient pour le titrage des phages, la détermination 
des dilutions 4 utiliser et Videntification des souches. Les plages 
y sont plus nombreuses et mieux visibles qu’en bouillon gélosé 
parce que notre eau peptonée est plus favorable 4 la multiplication 
des phages que notre bouillon et que la couche microbienne n’y 
atteint pas une aussi grande épaisseur. ‘La faible concentration 
de Ja gélose est également favorable. 


II. — PREPARATION DES PLAQUES DE GELOSE 
POUR LE TITRAGE DES PHAGES ET L’ IDENTIFICATION DES SOUCHES. 


L’eau peptonée gélosée sert a préparer ces plaques en boite de 
Petri. Leur épaisseur et leur degré d’hydratation ont une influence 
certaine sur le nombre et la taille des plages. 

L’épaisseur des plaques doit done étre constante. Nous l’avons 
fixée 4 0,5 em, ce qui correspond a 25 a 30 cm® de gel pour une 
boite de Petri de 10 cm de diamétre. 


(1) Nous avons adopté une marque de peptone francaise qui ndus 
donne des résultats satisfaisants. 
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Le degré d’hydratation des plaques dépend d’abord du mode de 
préparation du milieu gélosé et de la facon dont il est coulé dans 
les boites. La préparation du milieu, indiquée plus haut, doit 
donc étre observée rigoureusement dans tous les détails pour que 
les résultats soient cohérents. 

La fagon dont Vexcés d’eau des plaques de gélose est soumis 
a l’évaporation est également trés importante. La température 
a laquelle cette opération s’effectue, sa durée, le degré hygro- 
métrique, la ventilation et le volume de l’enceinte oui elle s’effectue 
doivent étre standardisés autant que possible. 

Deux méthodes ont été utilisées : a) évaporation en boite fermée 
et retournée (couvercle en bas) 4 37°, pendant quarante-huit 
heures, en décollant les couvercles deux ou trois fois ; 6) évapo- 
ration en boite ouverte, pendant une demi-heure a 37°. Mais, dans 
les deux cas, un facteur reste variable : le degré hygrométrique 
de Vatmosphére de l’étuve. 

L’expérience a montré que les deux méthodes donnent des 
résultats équivalents ; mais qu’avee les deux, on a des variations 
Vhydratation telles que la « dilution critique » peut varier du 
simple au double ou au quadruple, pour un méme lysat. Ces 
variations paraissent dues a des différences minimes dans la 
facon dont la gélose est coulée dans les boites, car elles existent 
entre différentes plaques préparées en méme temps avec la méme 
eélose et desséchées dans la méme enceinte et elles sont du méme 
ordre que celles que l’on constate entre différents échantillons de 
eélose préparés a des dates différentes. 


ie == ysanse 


1° PREPARATION DES LysaTs. — Les lysats doivent répondre 
a deux exigences : ne contenir qu’une faible proportion de phages 
produits par la souche de propagation et avoir un titre trés élevé. 
‘La raison de la premiére condition est évidente. La seconde est 
imposée, comme nous le verrons dans une prochaine publication, 
par le systeme de dilutions que nous avons adopté. 

1° Pour n’avoir dans un nouveau lysat que le minimum de phages 
produits par la souche de propagation, il faut d’abord que le lysat 
ancien qui sert a le préparer soit utilisé 4 une dilution assez forte 
pour qu’il n’en contienne pas, ce qui est possible seulement s’il 
a un titre élevé. I] faut aussi que la souche de propagation ne 
soit pas dans une phase de production abondante de phages. 

A ce propos, rappelons que la production de phages dans les 
cultures de souches lysogénes de staphylocoques, production qui 
est faible la plupart du temps, devient 4 certains moments trés 
abondante et qu’alors la souche donne une culture trés maigre 
et d’aspect spécial (fig. 1) ou une culture qui se lyse spontané- 
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Fic. 1. — Culture présentant des lacunes diffuses, mal limitées, indiquant une 
lyse incompléte par le phage produit par la souche. Remarquer également 
une lyse totale, au niveau d’une goutte d'un autre phage, déposée sur cette 
culture. 


Fic. 2. — Lyse spontanée d’une culture par le phage produit par les bactéries 
de la souche. Dans la zone centrale, lyse totale; & la périphérie, des zones 
non lysées et d'autres criblées de plages. 
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ment (fig. 2). C’est pour cette raison que Wilson et Atkinson, 
Williams et Rippon ont conseillé de préparer des lysats sur 
milieux gélosés, en réservant A la partie périphérique de la 
couche microbienne une zone sans phages. Si dans celle-ci les 
bactéries poussent normalement, ils considérent que la production 
actuelle de phages par la souche est négligeable. Nous pensons que 
cette technique n’offre pas de sécurité réelle, car on peut observer 
sur une culture de staphylocoques sur gélose, une lyse totale spon- 
tanée sur presque toute la surface de la couche bactérienne, Aa 
l'exception précisément d’une bande assez large de sa partie péri- 
phérique (fig. 2). 

La préparation des lysats en milieu liquide a Vavantage, tout 
en donnant réguliérement des titres élevés, d’étre plus simple et 
plus stre, a condition d’avoir une culture témoin sans phage, 
et de n’utiliser le lysat que si celle-ci, suivie réguliérement, ne 
présente a aucun moment de lyse spontanée et atteint une opacité 
normale dans les délais normaux. 

2° Pour obtenir le titre maximum pour chaque phage on 
procéde de la facon suivante : 

On fait, a partir d’une culture de dix-huit heures de la souche 
de propagation sur bouillon gélosé a 2,5 p. 100 une suspension 
de bactéries en eau physiologique. Avec cette suspension, on 
ensemence l’eau peptonée glucosée de facon qu’elle contienne 
3 x 177 bact./em? (évolution par opacimétrie). Aprés une heure 
a Yétuve a 37°, on introduit le phage. ‘Les quantités de phages 
a introduire pour obtenir le titre maximum sont déterminées une 
fois pour toutes pour chaque phage, aprés des essais préalables 
(Wahl et Lapeyre-Mensignac [4]). Elles différent suivant le 
phage (2). Chaque tube est accompagné d’un témoin ensemencé 
en méme temps avec le méme nombre de bactéries. On laisse 
a ’étuve et on guette Viapparition de la lyse. Dés qu’elle se 
produit (en général, quatre heures aprés l’addition du phage), 
on transporte le tube a la glaciére. Mais, de toute facon, on ne 
prolonge pas le séjour a ]’étuve au dela de cing heures, et on 
met au bout de ce temps le tube a la glaciére. Si la lyse ne s’était 
pas produite a l’étuve, elle se produit a la glaciére, et elle est le 
plus souvent compléte le lendemain. Sinon on centrifuge. 

8° Pour stériliser les lysats, on n’utilise pas la filtration, pour 
éviter des diminutions de titre parfois trés grandes. 

Des que la lyse est terminée, ou’ aprés la centrifugation si elle 
est nécessaire, on introduit un cristal de thymol dans le tube. 
Aprés un temps variant de quatre a douze jours de séjour a la 
glaciére avec le thymol, le milieu est stérile, ce qu’on vérifie. 
Des ce moment, le lysat peut étre utilisé. I] faut savoir que 


(2) La concentration en phages au départ varie de 2 x 10* a 
2 x 10®/cm’, suivant les phages. 
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I goulte de lysat thymolé non dilué, déposée sur un ensemen- 
cement de bactéries sur gélose, peut produire une zone d’inhi- 
bition due au thymol et simulant une lyse bactériophagique, mais 
que la dilution au 1/4 suffit a éliminer cette réaction. 


2° TipRAGE DES LysaTs. — Les titrages se font sur les plaques 
de gélose préparées dans les conditions précisées plus haut. De 
plus, la concentration des bactéries a la surface de la gélose, la 
température et le temps d’incubation exercent aussi une influence 
sur le nombre et la dimension des plages. Tous ces facteurs 
doivent done avoir la méme valeur pour tous les titrages des 
lysats et pour les identifications proprement dites. Nous les indi- 
querons plus bas a propos de celles-ci. 

Pour le titrage, on dépose sur la culture des gouttes de phages 
(de 1/30 de centimétre cube) non dilué et dilué a 10—*, 10 et 
10—*. Pour étre utilisable, un lysat doit donner au moins 10 plages 
avec 1/30 de centimétre cube (3) de la dilution 10—°, c’est-a-dire 
titrer 8 x 10® phages/cm*. C’est ce qu’on obtient, par la tech- 
nique indiquée, avec les phages qui se multiplient le moins bien. 
Avec les autres on obtient des titres de 10° 4 10'° phages/cm*. 

Les erreurs dues a la dilution des phages pour le titrage sont 
néghgeables. En effet, sur 11 souches sensibles, on a fait trois 
séries de dilutions du méme phage sur la méme plaque de gélose 
avec les mémes résultats. 


3° DETERMINATION DES DILUTIONS CRITIQUES. — C’est la plus petite 
dilution qui produit une lyse totale. Williams et Rippon [4] font 
des dilutions suivant une progression géométrique de raison 10—? 
ou 2 x 10~ et choisissent parmi elles la dilution critique. Nous 
préférons faire des dilutions plus rapprochées, une premiére 
dilution au 1/100 sert a préparer les suivantes. Celles-ci sont 
faites suivant une progression géométrique de raison 1/2. Seuls 
les lysats donnant au moins une lyse totale au 1/100 sont 
utilisés (4). Mais, comme nous allons le voir, il nous parait 
préférable d’abandonner les dilutions critiques. 


4° CONSERVATION DES Lysats. — Les lysats non dilués sont 
conserves a la ghaciére avec un cristal de thymol. Au contraire, 
les lysats dilués et destinés a étre employés sans nouvelle dilution 
(aux dilutions critiques, par exemple) sont conservés sans thymol. 
Nous avons constaté que les titres des lysats, non dilués ou 
dilués, de tous les phages classiques utilisés couramment se 


(3) Crest-a-dire I goutte d’une pipette calibrée en conséquence. 
(4) Les dilutions critiques varient suivant les phages : en général, 


du 1/100 au 1/6400; elles atteignent pour certains (beaucoup plus 
rarement) le 1/12 800 et 1/25 600. 
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conservent actuellement pendant plusieurs mois a la glaciére. Le 
litre est d’ailleurs vérifié périodiquement et s’il baisse nettement, 
on refait un nouveau lysat ou une nouvelle dilution. Or, il y a 
quelques années, les titres de plusieurs de ces phages baissaient 
rapidement, et davantage en eau peptonée qu’en bouillon [4]. Nous 
pensons que ces phages se sont stabilisés au cours des années, 
de la fagon suivante. 

Aprés de longues périodes de conservation des lysats a la gla- 
ciére, un petit nombre de phages a survécu. Ceux-ci étaient 
probablement plus stables que les phages qui s’étaient inactivés ; 
en les faisant multiplier sur la souche de propagation, on obtenait 
un nouveau lysat dont les phages étaient dans l’ensemble plus 
stables. En répétant plusieurs fois cette opération, on a obtenu 
finalement une race de phages stable. 

Nous avons observé d’ailleurs le méme processus pour les 
nouveaux phages que nous avons isolés a partir de souches lyso- 
génes insensibles aux phages classiques [2]. Ils étaient trés 
instables au début, et nous avons pu les stabiliser en les conser- 
vant a la glaciére pendant des périodes de plusieurs semaines 
aprés chacune desquelles on les avait fait mullipher sur leur 
souche de propagation. 

Ce comportement parait donc étre commun a tous les phages 
issus de souches lysogénes de staphylocoques et peut-étre d’autres 
espéces bactériennes. 


5° CHOIX DES DILUTIONS A UTILISER POUR L’ IDENTIFICATION. — Cette 
question sera étudiée en détail dans une seconde publication 
a laquelle nous renvoyons [8]. 


IV. — IbDENTIFICATION PROPREMENT DITE. 


1° Concentration des bactéries dans la suspension étalée a la 
surface de la gélose. — Cette concentration a une répercussion 
sur les dimensions et parfois sur le nombre des plages, comme 
le montrent des essais que nous avons faits, par exemple, pour 
déterminer la dilution critique du phage 54, avec diverses concen- 
trations de sa souche de propagation. En étalant V gouttes de 
suspension contenant diverses concentrations de hactéries, on 
constate que la dilution critique est maxima (c’est-a-dire que ia 
taille des plages est maxima) quand les bactéries, dans la suspen- 
sion étalée sur la gélose, ont une concentration de 3 x 10%/cm%, 
ou toute concentration inférieure suffisante pour obtenir une 
couche bactérienne continue. I] en est de méme dans certains cas 
pour le nombre des plages. Nous utilisons done des suspensions 
contenant 3 x 10% bact./cm’. 

2° Mode d’étalement des bactéries. — Pour une méme quantité 
de bactéries élalées, le mode d’étalement n’a aucune influence sur 
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les dimensions et le nombre des plages, au moins en ce qui 
concerne la comparaison entre un ensemencement avec V gouttes 
de suspension bactérienne réparties avec un étaleur de verre, et 
un ensemencement avec un exces de culture, qu’on laisse sécher 
une demi-heure a 37°. 

Les variations semblent cependant un peu plus grandes avec 
cette deuxiéme technique (pour les dilutions critiques : variation 
de 3 dilutions consécutives au leu de 2). 

3° Dépét des gouttes de phage. — I goutte de chaque lysat, 
convenablement dilué, est déposée a la surface de la gélose, sans 
la toucher, avec une pipette capillaire tenue verticalement. 

4° Température et durée d’incubation des cultures. — Elles 
doivent étre choisies en fonction l'une de l’autre et en raison 
inverse l’une de l’autre, de facon que la couche microbienne soit 
assez dense pour faire resssortir les plages, mais que la culture 
secondaire qui en occupe le fond soit assez discréte pour ne pas 
les effacer. 

Deux méthodes peuvent étre employées : incubation pendant 
quatre a4 six heures (en fait, cinq heures) 4 37°, ou pendant dix- 
huit heures a 30°. 

a) Avec les deux méthodes, les variations inévitables dans le 
nombre et la taille des plages, variations dues aux différences 
d’hydratation de la gélose, sont de méme ordre. 

b) Pour certains phages, les plages sont plus nettes et plus 
nombreuses 4 30° (ceci a été constaté avec le phage 29 sur la 
souche 428 et avec le phage 841/838). Pour d’autres phages 
(735 A/468), les plages étaient plus nettes et plus nombreuses 
alee 

Par conséquent, on peut choisir un ou l’autre des deux sys- 
temes, mais il faut en adopter un une fois pour toutes et lutiliser 
aussi bien pour les titrages, le choix des dilutions et l’identifi- 
cation proprement dite. 

5° Notation des résultats. — L’utilisation de phages peu dilués 
permet de ne pas tenir compte des attaques comportant moins de 
10 plages. On indique lintensité des attaques en utilisant la nota- 
tion indiquée dans un travail précédent [4]. 


LECTURE DES RESULTATS. 


Les plaques de gélose sont examinées au-dessus d’un fond noir 
avec un éclairage oblique donné par une source de lumiére 
diffusée, Une forte loupe est souvent nécessaire pour voir les 
plages qui sont parfois trés petites. 

Généralement, les plaques sont examinées par transparence 
a travers le fond de la boite de Petri. Mais certaines lyses incom- 
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pletes sont mieux visibles 4 l’examen de la surface de la gélose, 
a jour frisant, le couvercle étant enlevé. 

a fait deux lectures successives 4 vingt-quatre heures d’inter- 
valle. 

La premiére lecture se fait dix-huit heures environ aprés le 
dépot des phages sur la culture. Si l’incubation a été faite a 37° 
pendant cing heures, les boites sont Jaissées au laboratoire, 
a 20° environ, jusqu’a la lecture. Si l’incubation a été faite A 30° 
pendant dix-huit heures, la premiére lecture est faite au sortir de 
l’étuve. La seconde lecture est faite vingt-quatre heures aprés la 
premiére. Elle est nécessaire parce que certaines attaques n’appa- 
raissent qu’a ce moment. 

Par exemple, sur 1062 attaques observées sur 100 souches 
prises au hasard et typées plusieurs fois (a des dilutions allant 
du 1/10 a la dilution critique), 75 attaques de plus de 10 plages, 
soit 7 p. 100, n’ont été visibles qu’a la seconde lecture. Parmi 
celles-ci 53 avec 10 4 50 plages, 22 avec 100 plages et plus. 
Six souches ont été identifiées seulement 4 la seconde lecture. 
La fréquence de ces apparitions tardives n’était pas la méme 
pour tous les phages. Elle était de 21 p. 100 pour 42 B, de 10 
a 15 p. 100 pour les phages 3A, 6, 420, 44, 44A; de 5 a 
10 p. 100 pour les phages 3 B, 7, 42 D, 47 A, 47 B, 52-A, 53, 54 
etae rc a 5 p..100 pour les phages 3 C, 29, 42 1D, 47,-47-€, 51, 52. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Trois milieux de culture différents sont utilisés : le bouillon 
gélosé pour lentretien des souches, l’eau peptonée glucosée pour 
la préparation des lysats, et eau peptonée gélosée qui sert a pré- 
parer des plaques de gélose pour le titrage des phages et l’iden- 
tification des souches. 

2° Les plaques de gélose doivent étre préparées avec des pré- 
cautions spéciales pour obtenir une épaisseur et un degré 
d’hydratation aussi constant que possible. Ces précautions sont 
indiquées plus haut. 

3° Les lysats doivent ne contenir que le minimum de phages 
produits par la souche de propagation et avoir un titre élevé. Ils 
sont préparés en milieu liquide 4 37°, ot la culture est laissée pen- 
dant le temps minimum nécessaire pour la lyse; puis ils sont 
slérilisés et conservés avec du thymol. 

4° Pour Videntification proprement dite, les indications néces- 
saires sont données plus haut, concernant la concentration des 
bactéries a la surface de la gélose, le dépdt des gouttes de phages, 
la température et le temps d’incubation. 

5° La lecture des résultats est faite 4 deux reprises, a vingt- 
quatre heures d’intervalle. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE ELECTROPHORETIQUE 
DU SERUM DES RONGEURS 


par S. ARBOUYS, J. FINE et A. EYQUEM (*). 


(Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins. 
Service de M. R. Dusarric ve 1a Rivibre.) 


L’étude électrophorétique du sérum de divers animaux a déja 
fait objet de nombreux travaux. Les valeurs normales du chien 
ont été établies par Lewis et par Deutsch. Le cheval, le pore, 
la vache, le mouton, la chévre, le renard, le chat, le lapin, le 
cobaye, le rat, le singe ont fait objet des examens de Deutsch 
puis de Edsall. 

Depuis le perfectionnement des techniques de microélectro- 
phorése sur papier, par Durrum, par Grassmann et Hannig, par 
Machebeeuf et Rebeyrotte, on peut réaliser cet examen a laide 
de petites quantités de sérums. 

Pour établir les constantes électrophorétiques normales chez 
ces divers rongeurs, nous avons étudié le sérum de 30 rats, 
10 mérions et 8 souris. Nous avons ensuite recherché les modi- 
fications électrophorétiques lors de immunisation de 13 rats par 
des extraits d’organes (foie et pancréas d’autres rongeurs) 
(cobaye et mérion). 

Nous avons, de plus, examiné le sérum de 6 rals chez qui nous 
avons créé une anémie hémolytique expérimentale par injection 
d’un immun-sérum de lapin anti-globules rouges de rat. 


TECHNIQUE. 


Les bandes de papier (Schleicher et Schull, n° 2045 a) sont 
horizontalement tendues entre deux cuves de tampon au 
véronal (pH 8,6) et soumises pendant treize heures 4 un courant 
continu de 160 volts (pour une longueur de bande de 25 cm) 
dont l’intensité est réglée 4 0,5 milliampére par bande de 4 cm 
de large. On dépose a la pipette un nombre de millimetres cubes 
de sérum déterminé par la teneur en protéines totales de ce 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1954. 
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sérum, suivant un trait de 3 cm perpendiculaire & V’axe de la 
bande et a 7 ou 8 cm de la cuve cathodique. a 
Apres coloration par I’ « amido-schwartz 10 B », et élimina- 
tion de l’excés de colorant par passage dans des bains successifs 
d’alcool méthylique, la bande rendue transparente est passée 
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dans un électrophotométre, selon la technique de Grassmann, 
Hannig et Knedel. 

En portant en abscisse les millimétres de déplacement et en 
ordonnée les densités optiques, on obtient une courbe qui peut 
étre planimétrée, et dont les différentes fractions peuvent étre 
exprimées en pourcentage. 
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I. — ConsTANTES ELECTROPHORETIOUES NORMALES 
CHEZ LE RAT, LE MERION, LA SOURIS. 


La microélectrophorése sur papier du sérum de 30 rats, 
10 mérions, 8 souris nous a permis de calculer la moyenne 
exprimée en pourcentage des différentes fractions protéiniques 
du sérum de ces trois espéces de rongeurs (voir tableau I). 

Ces moyennes montrent que chez ces trois rongeurs, le tracé 


<—___ Swe 
RAT MERION 


Fie. 2. Fie. 3. 


électrophorétique est caractérisé par une fraction trés importante 
de globuline B (presque le double de la fraction p de homme). 
Au cours d’une étude antérieure, nous avions déja noté ce fait 


TaBLEAu I. 


Albumines Globulines 
2 


Homme 60,2(43,9) |3,3(40,9)7,6(+1,8) |12,4(+2,3) 16,5(+2,8) 


30 |55,5(+3,07) 7,45(£1,34) |22,95(t3,77) |14,15(+2,75) 
cus 
2,66 (£133) 15,2(+518)197(41,07)| 21,47(+2,11) |10,11(+0,54) 


Rattus norvegi- 


Meriones grandis} 10 


Mus musculus 10,06 18,50 11,14 


Valeurs moyennes normales des différentes fractions protéiques de homme 
et de trois espéces de rongeurs. (La valeur moyenne de chaque fraction est 


accompagnée de l’écart moyen type). 


chez deux espéces de Reptiles qui présentaient un taux de glo- 
bulines 6 égal a 31,5 p. 100, scindable en deux groupes f, et Bo. 
D’autres auteurs (Groulade et Alter) ont montré que le sérum 
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des chiens normaux posséde des globulines Bp élevées (20 p. 100) 
dans lesquelles on peut séparer deux groupes f, et ,. 


Il. — MopiricaTIONS ELECTROPHORETIQUES 
LORS DE L’ IMMUNISATION. 


L’étude du sérum de 13 rats immunisés par des injections 
intrapéritonéales de broyats de foie et de pancréas de cobayes 


——quW~“~“ 


SOURIS. 


et de mérions (deux injections par semaine, durant six a huit 
semaines) nous a donné les résultats suivants 


P. 100 ALBUMINES a 8 Y A/G 
Ratnormal sees 55,5 7,45 22595 44,45 4,24 
Rat immunisé. .. . 50,5 9,3 20,3 49,2 1,02 


On note ainsi que l’immunisation par des extraits d’organes 
nentraine pas de modifications électrophorétiques trés importantes 
dans le sérum de ces animaux. Cette immunisation semble cepen- 
dant produire un léger abaissement de la teneur en albumine, 
accompagné d'une légére augmentation des globulines y, ce qui 
se traduit par un abaissement du rapport A/G. 


III. — Mopiricarions ELECTROPHORETIQUES 
LORS D’ANEMIE HEMOLYTIQUE EXPERIMENTALE. 


Pour étudier les modifications protéiniques, nous avons pro- 
duit des anémies hémolytiques en injectant & un. lot de 6 rats 
un immunsérum anti-globules rouges de rat titrant 1/4 000. 
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Aprés un examen électrophorétique préliminaire, les rats ont 
recu par vole intrapéritonéale du sérum de lapin anti-globules 
rouges de rat provoquant une chute globulaire intense, le nombre 
le globules rouges tombe de 7 4 3000000 au lendemain de 
injection. La destruction globulaire se poursuit pour tomber 
a 1500 000 environ, puis entre le troisiéme et le treiziéme jour 
s’effectue une réparation progressive de ]’anémie. 

Une seconde injection pratiquée le quatorziéme jour provoque 
& nouveau une chute globulaire plus discréte que la premiére. 
Enfin une troisiéme injection pratiquée le vingt-septiéme jour est 
sensiblement sans action. 

Les rats ainsi soumis aA cette anémie expérimentale ont été 
suivis au point de vue électrophorétique, les premier, deuxiéme, 
sixieme, treiziéme, dix-septiéme, dix-neuviéme, vingt-sixiéme et 
vingt-neuviéme jours aprés la premiére injection. 

Les prises de sang pour la numération globulaire ainsi que 
pour la microélectrophorése ont été faites aA la queue du rat 
anesthésié a ]’éther. Il aurait été intéressant de pouvoir suivre 
les variations du taux des protéines totales, mais il eut fallu 
retirer a chaque prélévement une quantité de sang qui aurait 
été une cause d’erreur dans l’appréciation du degré de |l’anémie 
provoqueée. 

Premier cas (rats 3 et 6). — Deux de nos rats n’ont pas 
survécu a ja premiére injection et sont morts en anémie intense. 
(L’un est passé de 5550 000 a 920000 globules rouges en deux 
jours.) Dans ces deux cas, nous avons observé une diminution 
des globulines y en particulier. 

Deuxiéme cas. — Dans les autres cas, les animaux survivent 
et Panémie se répare aprés la premiére injection. 

On peut observer que la courbe des globulines y suit assez 
fidélement la courbe des globules rouges (fig. 1), se manifestant 
par une chute des globulines aprés l’injection du sérum anti- 
globules rouges. Cette diminution des globulines est d’interpré- 
tation délicate. Elle peut étre due au fait que l’immun-sérum 
injecté étant obtenu par injection de globules rouges de rat au 
lapin, cet immun-sérum obtenu est a la fois actif sur les érythro- 
cytes du rat et sur ses globulines. 

Tant que le sérum injecté conserve une activité hémolytique on 
observe une chute plus ou moins importante et des hématies et des 
globulines. Dans les cas ot l’animal ne réagit plus a l’injection, 
la montée du taux des globulines va de pair avec la régénération 
des hématies. 


RiisuMeE. 


L’étude par l’électrophorése sur papier des protéines sériques 
de 30 rats normaux, 10 mérions et 8 souris, de 13 rats immu- 
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nisés et de 6 rats atteints d’anémie hémolytique expérimentale, 
nous a permis d’établir : 

1° Une approximation du taux des fractions protéiques nor- 
males chez ces animaux, 

2° La variation plus ou moins caractéristique de certaines de 
ces fractions au cours des immunisations et des anémies hémo- 
lytiques expérimentales. 
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ETUDES SUR LES ESCHERICHIA COLI \SOLES 
AU COURS DE GASTRO-ENTERITES INFANTILES 


Il. — SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES 


par Yves CHABBERT, Simons Le MINOR, Léon Le MINOR et Pigrre NICOLLE. 
(Avec la collaboration technique de Denise DREAN (*.) 


(Institut Pasteur, Paris.) 


Des études assez nombreuses ont été faites sur la sensibilité 
de FE. coli aux divers antibiotiques par Franck, Wilcox et 
Finland [6], Waisbren et Spink [22], Lutz et coll. [16] Toutes 
ont montré que cette espéce rentrait dans la zone d’activité des 
principaux antibiotiques hormis la pénicilline. Mais des pour- 
centages trés variables de souches résistantes ont par la suite 
été publiés sur des ensembles de souches provenant d’origines 
diverses. I] est donc difficile de tirer des études faites sur 
Vensemble des E. coli des conclusions en ce qui concerne les 
E. eolu-des groupes 111 :B4, 55 :B5, 26 : BG. 

Beaucoup d’auteurs se sont intéressés a la sensibilité des EF. coli 
dits « de gastro-entérite du nourrisson ». 

Braun [4], Buttiaux et coll. {2], Clément et coll. [4], Ferguson et 
coll. {5}, Giles [7], Gorzynski [8}, Gutheil [40], Gronroos [9], Hinton 
et coll. [44], Kauffmann et coll. [43], Lattes [14], Neter et coll. [48], 
Karoly et coll. [42], Magnuson et coll. {17}, Rogers et coll. [19], 
Sackreuther [20], Smith et coll. [24]. Les résultats portent sur des 
séries de souches isolées localement. L’action de la streptomycine 
s’est montrée trés variable, allant de la sensibilité 4 la résistance 
totale. Les autres antibiotiques, auréomycine, chloramphénicol et 
terramycine sont en général actifs, mais certains auteurs ont eu 
des préférences pour l’un d’entre eux. I] nous a paru intéressant 
de faire une étude plus générale englobant un nombre important 
de souches d’origines diverses, titrées par une méthode unique 
afin de pouvoir faire des comparaisons. 


NoMBRE DES SOUCHES ETUDIELES ET ORIGINES. — Nous avons étudié 
1555 souches: 1033 souches du groupe 111:B4, 396 du 
groupe 55: B5 et 126 du groupe 26 : B6 dont les propriétés bio- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1954. 
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chimiques et antigéniques ont été étudiées dans un arlicle anté- 
rieur [45]. Elles provenaient d’Allemagne (Hambourg), D* Moser ; 
Autriche (Vienne), D™ Krepler, Zischka, Roschka ; Canada (Chi- 
coutimi), D™ Butas ; Danemark (Copenhague), D™ Kauffmann et 
Orskov; France (Région parisienne et nord de la France) ; 
Grande-Bretagne (Londres), D™ Cathie et Wright (Aberdeen), 
D' Smith (Birmingham), D* Rogers (Glasgow), D?’ Studzinsla ; 
Israél, D*® Olitzki; Italie (Palerme), D* d’Alessandro ; Suisse 
(Zurich), D™ Fey ; U. S. A. (Lansing), D* Ferguson. 


MiTHODE DE DETERMINATION DE LA SENSIBILITE. — La méthode 
utilisée est une méthode de diffusion en gélose utilisant des disques 
séchés. La lecture, décrite par l’un de nous [8], se fait par rapport 
a une souche test sur les courbes de concordance établies par com- 
paraison avec la technique des stries sur gélose. La_ sensibilité 
de certaines souches a été controlée par plusieurs méthodes 
différentes. 


ETUDE GLOBALE DES SOUCHES DES TROIS GROUPES. 


Pour chaque groupe nous avons séparé l'étude des souches 
inhibées par moins de 60 mcg/ml que nous avons appelées 
sensibles, de celle des souches qui ne sont pas inhibées par cette 
concentration, que nous avons appelées souches résistantes. 


SoUCHES SENSIBLES. 


ACTIVITE DES DIFFERENTS ANTIBIOTIQUES. — Sur la figure 1 on a 
figuré pour les trois espéces, la répartition de la sensibilité en pour- 
centages cumulés en fonction des concentrations inhibitrices. 

Ces courbes permettent de voir qu'il n’y a pas, sur la base de 
la concentration inhibitrice, de différences notables d’activité entre 
les différents antibiotiques. La streptomycine serait plus active 
sur les souches sensibles, puis viennent l’auréomycine et la terra- 
mycine qui ont une activité trés voisine. Dans beaucoup de cas 
les courbes sont confondues. Le chloramphénicol serait légérement 
moins actif. Ces différences, qui ne sont valables que pour la 
technique et les conditions utilisées, sont extrémement faibles. 

Si Pon compare ces courbes aux concentrations humo- 
rales moyennes (streptomycine 3-10 meg/ml, chloramphéni- 
col 6-15 meg/ml, auréomycine et terramycine 1,5-8 meg/ml), on 
voit que la plus grande partie des souches s’inscrit dans la zone de 
sensibilité. En raison de sa concentration humorale plus élevée, le 
chloramphénicol reprend méme l’avantage. : 


Sur ces données in vilro, on ne peut pas prévoir un avantage 
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clinique queleconque d’un de ces quatre antibiotiques pour les 
souches sensibles. 


Les trois espéces envisagées n’ont pas la méme sensibilité : le 
groupe 55 : B5 se montre deux A quatre fois plus sensible a tous 
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Fie. 14. — Répartition de la sensibilité en pourcentages cumulés 
en fonction des concentrations inhibitrices. 


les antibiotiques que le groupe 111 : B4. Le groupe 26 : B6 occupe 
une situation intermédiaire. 


REPARTITION DES SOUCHES SENSIBLES. — Si |’on porte sur un gra- 
phique les pourcentages des souches sensibles en fonction du 
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logarithme des concentrations, on obtient une courbe en cloche. Il 
est intéressant de savoir si cette répartition est normale. Pour ceci 
on porte les pourcentages cumulés en fonction des concentrations 
inhibitrices sur un graphique probabilité/log. 

Il est possible d’observer des distributions normales pour les 
espéces sensibles 4 un antibiotique, étudiées au moment de l’appa- 
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Fic. 2. — Répartition des pourcentages cumulés en fonction 
des concentrations inhibitrices sur un graphique probabilité/log. 


rition de cet antibiotique. Par exemple on retrouve une distri- 
bution normale pour le groupe 26: B6 vis-a-vis de Pauréomycine, 
antibiotique auquel toutes les souches sont sensibles. 

Dans le groupe 111: B4, on observe deux types de distribu- 
tion (fig. 2). 

Pour la streptomycine, on obtient une relation sensiblement 
linéaire, done une distribution normale. La répartition normale 
des souches restées sensibles n’est pas affectée par la présence 
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d’un haut pourcentage de souches hautement résistantes formées 
par mutation en un seul échelon. 

Mais pour les autres antibiotiques et surtout pour l’auréo- 
mycine et la terramycine, la répartition n’est plus normale, on 
obtient bien une droite pour les concentrations inférieures a 8 mcg 
par millimétre pour 70 a 80 p. 100 des souches, mais entre 8 
et 82 meg par millilitre, il y a un changement de pente. En accord 
avec le type de résistance en échelons multiples observé avec ces 
antibiotiques, il peut s’agir de résistants des premiers échelons. 


SOUCHES RESISTANTES. 


POURCENTAGES GENERAUX. — Les pourcentages de souches 
résistant a plus de 60 mcg/ml varient beaucoup suivant les 
diverses espéces (tableau 1). 


TastEau | — Pourcentage des souches résistantes au chloram- 
phénicol, streptomycine, auréomycine, terramycine des groupes 
4411: B4, 55: B5, 26: B6. 


Pourcentage des souches résistantes. 


Groupe 


16,6 
38,7 


La résistance a la streptomycine est de beaucoup la plus élevée. 
Puis vient le chloramphénicol. Les résistances 4 l’auréomycine et 
la terramycine sont trés voisines et faibles. I] y a incontestable- 
ment beaucoup plus de souches résistantes dans le groupe 111 : B4 
que dans le groupe 26 : B6. Le groupe 55 : BS occupe une situation 
intermédiaire. 


ETUDES SUIVANT L ORIGINE DES SOUCHES. 


Nous avons observé des différences trés considérables suivant 
Vorigine des souches. 

Nous donnons dans les tableaux II, II, IV, la répartition 
compléte des taux inhibiteurs obtenus suivant les origines. 

Dans ces tableaux nous avons mis verticalement les concen- 
trations inhibitrices en mcg/ml pour les quatre antibiotiques 
étudiés et dans chaque colonne les nombres de souches corres- 
pondant a chacune de celles-ci. Le nombre total des souches 
examinées se trouve en bas de chaque tableau. I] est facile de 
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voir que la répartition de la sensibilité des souches est pro- 
fondément différente suivant les origines. 


R&PARTITION EN TYPES DE SENSIBILITE. — La_ sensibilité ou la 
résistance aux 4 antibiotiques étudiés peuvent se combiner en 
types divers. I] y a 16 types possibles. 


TasLeau IJ. — Répartition suivant lorigine des sensibilités 
des F. coli 141: B4. 
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Sur 846 souches de E. coli 111: B4 nous donnons (tabl. V) la 
répartition en pourcentages des divers types rencontrés pour les 
souches provenant de 8 origines. 

Dans 5 cas on rencontre seulement deux types : 

a) le type sensible a tous les antibiotiques ; 

b) le type résistant 4 la streptomycine seule. 

Mais les pourcentages respectifs des deux types sont tres 
variables. 

En Italie, le premier type se rencontre presque seul (95 p. 100), 
tandis qu’en France pour les souches de Lille, c’est le deuxiéme 
qui est le type presque unique (96 p. 100). 
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En Allemagne et en Israél on trouve une répartition identique 
des deux types. Elle est inversée en Autriche. 

Dans deux autres cas on trouve trois types dominants . 

En plus des types précédents, en Angleterre, on rencontre un 
groupe important (17 p. 100) d’un type qui ne se rencontre que 
la, qui est le type résistant au chloramphénicol seul, et aux 


Tasieau Ill. — Répartition suivant l'origine des sensibilités 
des £. coli 55: B5. 
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U.S.A. un type résistant au chloramphénicol et 4a la strepto- 


mycine. 


Enfin a Paris cing types groupent 98,5 p. 100 des souches. II 
y a notamment pres de 20 p. 100 de souches résistantes aux 


quatre antibiotiques. 


Ces résultats envisagés sous l’angle de l’activité des antibio- 
tiques indiquent que la résistance 4 la streptomycine n'est pas 
liée a celle des autres antibiotiques et qu'il y a résistance croisée 
pour l’auréomycine et la terramycine, ce qui est classique. Mais 
d’autre part la résistance croisée entre ces derniers ct le chloram- 
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TasLeAu 1V. — Répartition suivant lorigine des sensibilités 
des F. coli 26 : B6. 
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Tabteau V. — Répartition en pourcentages des divers types de 
sensibilité rencontrés pour les souches de Ff. coliiii : B4& de 
huit origines. 
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phénicol n’est pas aussi compléte que les études portant sur 
acquisition de la résistance in vitro le feraient prévoir. 

Des différences d’activité clinique des antibiotiques sont done a 
prévoir dans les divers pays. 

Sous l’angle épidémiologique, la fréquence de certains types 
pour des souches de méme origine (deux a trois types sur seize 
possibles) et les différences suivant l’origine soutiennent ]’impor- 
tance de la contagion. 


RaApPoRTS ENTRE LA SENSIBILITE IN VITRO ) AUX ANTIBIOTIQUES 
ET LE TYPE BIOCHIMIQUE ET ANTIGENIQUE. — En plus des variations 
sérologiques et biochimiques suivant l’origine, il existe pour les 
différents groupes des rapports entre la sensibilité in vitro aux 
antibiotiques et le comportement sur gélose a l’acide phényl-pro- 
plonique. 

Groupe 111 : B4. — Ainsi dans le groupe 111 : B4, les souches 
possédant l’antigéne H, sont les seules 4 avoir une réaction phényl- 
propionique positive. Toutes les souches de ce type isolées en 
France sont résistantes 4 la streptomycine. C’est aussi a ce type 
qu’appartiennent les 111 : B4 résistantes aux quatre antibiotiques. 
Ceci n’est pas valable pour les autres origines : les 111 : B4 des 
pays étrangers sont pour la plupart beaucoup plus sensibles que 
les souches francaises aux antibiotiques. Les 111 : B4 des types I, 
Ill, IV, V, VI, VII sont sensibles aux quatre antibiotiques. 

Groupe 55 : B5. — Dans le groupe 55 : Bd, les seules souches a 
réaction phényl-propionique positive sont les 55:B5:2 de type 
biochimique D, qui proviennent toutes de Grande-Bretagne. Alors 
que les autres types de 55: B5 sont sensibles aux quatre anti- 
biotiques, les souches du type D sont résistantes a la strepto- 
mycine et au chloramphénicol, trés peu sensibles a la_ terra- 
mycine et lauréomycine. 

Groupe 26: B6. — Toutes les souches 26 : B6 que nous avons 
étudiées avaient une réaction phényl-propionique négative, quel 
que soit leur type biochimique. Les souches résistantes a la 
streptomycine proviennent toutes du Danemark. A part cette 
exception, les 26 : B6 sont sensibles aux quatre antibiotiques. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


La sensibilité aux antibiotiques de 1555 souches d’E. coli de 
gastro-entérite est étudiée. 1 033 appartiennent au groupe 111 : B4, 
396 au groupe 55 : Bd et 126 au groupe 26 : B6. Elles proviennent 
de France et de divers pays étrangers. 

La streptomycine, le chloramphénicol, la terramycine et l’au- 
réomycine ont une activité voisine sur les souches sensibles. Mais 
dans chaque groupe il existe un pourcentage variable de souches 
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résistantes. Ce pourcentage est maximum pour la_ strepto- 
mycine (76 p. 100 dans le groupe 111: B4), minimum pour Pau- 
réomycine (12 p. 100 dans le groupe 111 :B4) et intermédiaire 
pour le chloramphénicol (22 p. 100 dans le groupe 111 : B4). 

L’étude de la sensibilité suivant Yorigine et Ja répartition en 
types de sensibilité met en évidence des différences trés impor- 
tantes d’un pays 4 l'autre, vraisemblablement en relation avec 
les épidémies. 

Enfin, il existe une liaison entre la résistance des 111 : B4 et 
55: BS et leur action sur l’acide phényl propionique. 
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PURIFICATION DE LA TOXINE 
ET DE L’ANATOXINE STAPHYLOCOCCIQUES ALPHA 


par A. TURPIN, E.-H. RELYVELD, J. PILLET et M. RAYNAUD (*) 
(avec la collaboration technique de J. RIZA). 


(Service des Anaérobies. Institut Pasteur [Garches] 
el Laboratoire du Staphylocoque.) 


Aprés Pétude de Ja purification de la toxine tétanique [4], de 
la toxine diphtérique [2], et de la toxine botulinique C [8], il nous 
a paru intéressant d’étudier la purification de Ja toxine et de 
Vanatoxine staphylococciques a. 

Divers auteurs ont déja essayé de purifier et de concentrer la 
loxine et l’anatoxine staphylococciques a. Holt [4] a utilisé le 
sulfate d’ammonium. Récemment Tasman et ses collaborateurs [5] 
ont publié une technique de purification de l’anatoxine staphylo- 
coccique par précipitation au sulfate d’ammonium, ultrafiltration 
et adsorption sur phosphate d’aluminium : ils obtiennent ainsi un 
excellent antigéne vaccinant. 

La précipitation par les acides a fait l’objet de plus nombreuses 
recherches. Burnet et Freeman [6] traitent la toxine par l’acide 
acétique. Nélis, Bouckaert et Picard [7] ont étudié Vaction des 
acides forts. Boivin [8] purifie ]’anatoxine staphylococcique par 
précipitation a Vacide trichloracétique 4 pH = 3,5, redissout le 
précipité en alcali faible, mais note un allongement du temps de 
floculation. 

Utilisant cette anatoxine, Bocage, Pillet et Mercier [9, 40, 414] 
constatent que l’antigéne ainsi purifié donne des résultats immu- 
nologiques trés satisfaisants. 

En 1948, Wittler et Pillemer [42], par précipitation au méthanol 
dans des conditions rigoureusement contrdlées de pH, force 
ionique et température, ont obtenu une toxine staphylococcique 
titrant 1 200 Lf/mg N et 2 410 DMM/mg N. 

L’objet de la présente communication est de rapporter les tra- 
vaux de purification effectués sur la toxine staphylococcique « de 


V Institut Pasteur. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1954. 
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TECHNIQUES : 


La toxine staphylocoecique brute utilisée provenait du Labo- 
ratoire du Staphylocoque. Elle a été préparée sur milieu a base 
de mélange de digestion papainique de viande de veau et d’hydro- 
lysat de gélatine. 

La digestion papainique de viande de veau (milieu R. A. P.) a 
été mise au point par Ramon, Mercier, Pochon et Amoureux [43] 
et adaptée par Mercier et Pillet [44] 4 la production réguliére de 
la toxine. 

L’hydrolysat de gélatine est préparé selon Ramon, Boivin et 
Richou [45]. 

Le milieu final, appelé milieu « A » [46] présente la compo- 
sition suivante : 


Digestion papainique de viande de veau. ........ 500 ml 
Hydrolysatudeyeclatimeme rn: -acy eer nee eer 20 ml 
Gitrategteiso dignie es — cee ty cs) oom SRN ole, POR) oteaee By fs 
Phosphate monopotassique........... More, os 8g 
Glucosertade Cee eS oe er eee 5g 
Chloruresdecsodiumi es. lise cuek et ee neces 9¢g 
Bauedistillée,t: os weicen cok cea Shoe Q.S.P. 4 000 ml 


On ajuste le pH a 7,4. On répartit sous le volume de 1,300 1 
dans des ballons Fernbach de 2 1. On stérilise quarante-cing 
minutes 4 112-115°. 

Voici quelques caractéristiques du « milieu A » : 


Extraitisety¢ oe coon emis co: Oona eee tome 43,9 g/l 
ADOT LOLOL ht. Hale bal edar. + touch ae camer iy ee ee 3,09 g/l 
INAS K CHOY) (SO RIONAD as oo woo oo mela coc 0,54 g/l 
AZOLE LAID MNO NIACA a. 1c sitapsaett Seren cnt eee en 0,046 g/l 
Azote, trichloracetiquey. 1.0m mt) ee eee 0,004 g/l 


L’hydrolysat de gélatine a une concentration en azote total de 
lordre de 4,63 g/l, celle du milieu de digestion papainique est 
de 4,7 g/l. 

Le milieu est ensemencé avec la souche Wood 46. Les ballons 
Fernbach sont mis a 37-388° sous atmosphére de CO, (mélange 
giazeux de 20 p. 100 d’anhydride carbonique et 80 p. 100 d’oxygéne 
ou d’air) pendant sept jours. Au bout de ce temps, la toxine est 
filtrée sur disques de cellulose amiantée, puis sur bougie Cham- 
berland ; elle est additionnée ensuite de 4 p. 1000 de formol et 
mise a Pétuve dix jours a 39-40° pour étre transformée en ana- 
toxine, 

La toxine titre en moyenne 15 unités floculantes (U. F.) au 
centimetre cube. Son pH varie de 6,9 a 7,2. : 

La dose minima mortelle a été déterminée par voie intra- 
péritonéale sur souris de 18 & 20 g, en prenant pour les dilutions 
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les mémes précautions que pour le dosage de la toxine téta- 
nique [47, 18, 19}. La durée d’observation des animaux était de 
quatre jours. On peut noter que lorsque la dose de toxine entraine 
la mort, celle-ci survient ordinairement en vingt-quatre heures, 
rarement aprés quarante-huit heures. 

Le pouvoir floculant (Lf) et le temps de floculation optimum en 
minutes (Kf) ont été déterminés par la méthode de Ramon [20]. 

La dose minima hémolytique (DMH) a été déterminée de la 
fagon suivante : dans une série de tubes a hémolyse, on verse 2 ml 
de dilution de toxine (de 1/100 a 1/20 000), puis on ajoute 0,1 ml 
dune suspension-étalon de globules rouges de lapin. On agite. 
Aprés un séjour d’une heure a |’étuve A 37°, puis d’une heure a la 
température du laboratoire, on lit les résultats. La plus forte dilu- 
tion provoquant l’hémolyse totale est la dose minima hémolytique. 

Les globules rouges de lapin sont obtenus par ponction car- 
diaque. Le sang est recueilli dans un ballon contenant de |’oxalate 
de sodium en quantité telle que sa concentration finale soit de 
2 p. 1000. Aprés 3 lavages successifs 4 l’eau physiologique, on 
raméne au volume initial. On fait une suspension au 1/20 qui sera 
la suspension-mére utilisée. Cette suspension est standardisée de 
la facon suivante : aprés dilution au 1/20 en eau physiologique 
(1/400 par rapport a la suspension initiale) la densité optique de 
Vémulsion lue au photométre de Klett-Summerson, avec l’écran 
540, était de 200 divisions. 

Apres lyse par JTeau_ distillée (1 volume de_ suspen- 
sion + 19 volumes d’eau_ distillée), la solution d’hémoglobine 
obtenue doit avoir une densité optique correspondant a 110 divi- 
sions du photométre de Klett-Summerson (écran 540). Les lec- 
tures sont effectuées en tubes de 14 mm de diamétre. Dans le 
texte, cette suspension sera appelée « suspension-étalon de glo- 
bules rouges de lapin ». 

La dose hémolytique 50 (DH 50) a été déterminée par la tech- 
nique d’Ipsen [24], mais en complétant le volume a 5 ml avec le 
tampon isotonique de Jensen [22]. Les lectures sont faites, aprés 
centrifugation, au photomeétre de Klett-Summerson (écran 540). 

La dose-test hémolytique de la toxine (Lh) est la plus petite 
quantité de toxine qui, mélangée 4 une unité antitoxique, provoque 
Vhémolyse totale de 0,1 ml de suspension-étalon de globules 
rouges de lapin. Elle a été déterminée par la technique de Dolman 
et, Kitching [28] modifiée par Nélis [24]. 

Le dosage de l’anatoxine staphylococcique se fait par la déter- 
mination du pouvoir de combinaison (Lh), selon Ramon et 
Richou [25] et Mercier et Pillet (26, 27}. 

La détermination de l’azote total a été faite en double essai par 
la méthode de Kjeldahl. 

La force ionique a été calculée aprés addition de tous les réac- 
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tifs au systeme. Les tampons acide acétique-acétate de sodium de 
force ionique déterminée ont été préparés en utilisant les nomo- 
grammes de Boyd [28]. Les concentrations en ions hydrogéne ont 
été déterminées a l’électrode de verre aprés avoir réchauffé 
’échantillon a 25°. Les centrifugations ont été faites sur appareils 
ordinaires, & 0°, — 5°, et — 15°. Des bains a température cons- 
tanle ont été utilisés pour maintenir a la température désirée les 
solutions en cours de fractionnement. 

Il n’y a pas de relation constante entre le pouvoir floculant et 
lactivité létale de la toxine. Une récupération compléte des unilés 
de floculation accompagnée d'une baisse du titre en doses minima 
mortelles indique une dénaturation de la toxine et la présence de 
toxoide. 

TECHNIQUE DE PURIFICATION. 


La toxine brute additionnée de chlorure de sodium a la concen- 
tration de 250 g par litre et refroidie a — 15° dans des thermos- 
tats, est précipitée par Vacide métaphosphorique selon Raynaud 
et Turpin [29, 30] : on ajoute une solution préparée extempora- 
nément et refroidie a 0° d’hexamétaphosphate de sodium (marque 
Darrasse) de fagon a réaliser une concentration finale de 1 p. 100, 
puis de l’acide sulfurique normal pour obtenir un pH = 38,5. Au 
bout de trente minutes, un précipité fin et peu abondant apparait. 
On centrifuge a basse température (— 15°). Le précipité 
obtenu M est de couleur brun clair. On le redissout en acétate de 
sodium 0,150 M de pH = 6,9, dans un trés faible volume de ce 
tampon, le 1/10 ou le 1/80 du- volume initial. C’est la solution S«. 

La deuxiéme précipitation a été effectuée par relargage au phos- 
phate (mélange équimoléculaire de phosphate monopotassique et 
dipotassique 3,5 M, pH = 6,5 d’aprés Butler et Montgomery [84] 
et Derrien [82, 33]. Le précipité obtenu avec 50 p. 100 de solution 
concentrée de phosphate, non toxique et contenant des substances 
retardant la floculation, est éliminé. La fraction précipitant entre 
50 et 80 p. 100 de solution concentrée de phosphate (P,) contient 
la toxine en totalité. Ces deux précipitations se font a 0° en lais- 
sant les précipités se former pendant vingt-quatre heures. Le pré- 
cipité P, recueilli sur filtre est dissous en acétate de sodium 
0,150 M, pH = 6,9. C’est la solution S,. 

La troisiéme précipitation a été effectuée d’aprés Wittler et 
Pillemer [42] dans les conditions suivantes : pH = 4,0; force 
ionique : 0,10; température : —5° ; en présence de 15 p. 100 de 
méthanol purifié selon Winkler [84]. Aprés dix-huit heures & — 5°, 
le précipité P, est recueilli et redissous dans un volume d’acétate 
de sodium 0,150 M, pH = 6,9 égal au volume employé pour la 
redissolution de P. C’est la solution S,. 

La quatritme précipitation se fait a tres basse température 
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(— 30°) en traitant la solution S, par un égal volume d’éthyléne- 
glycol mono-éthyl-éther (cellosolve) déja utilisée par Martin et 
Porter [85] et Porter [86] pour les chromatographies de partage. 
Aprés un contact de six heures, le précipité P, est recueilli et 
redissous en acétate de sodium 0,150 M, pH = 6,9. C’est la solu- 
thonsS;. 

Le procédé est le méme pour le fractionnement de l’anatoxine. 
Les résultats obtenus pour la toxine et l’anatoxine sont résumés 
dans les tableaux I et II. 


TaBLeAu I. 
: - ; — ‘ : : : i ; : 
: $ UF/ml § KF min. } N mg/ml { Lh/ml ‘} UP/mg N { Lh/mg N {Rendement;Rendement; Facteur { 
; : : : : H $ : { : : 
: H : H : i : fen UF (%) ten Lh (#) {de purit.{ 
i ee ee ee ET ee 
Hrontersnan A A t t A H H H H 
Hirer UO! BR Bie oH i) eG 9 TH Se He Se : H : 
: brute jf t H H t H H H t H 
’ ' ' ' ' 1 ' ' ' ' 1 
{ Keel <s ff ca fuse = me Teo Gm Hn we meen H 
5 i ' ' ' ' ' ' ' ' ‘ ' 


8 
8 


foo} 
aS 
uv 
meebonenbeos: 
w 
fo} 
fo 
rasabescuhoow: 
a 
a 
an 
rN 


i 8: 


Tasieau II. 

i i UP/m1!KF min{Nimg/m1§ Uh/sol {DMM/ai1 {DMH/ mol }UP/mgN} Lh/mgN § DMM/ ! DMH/ $ Rendement™ { 
: : : ' : c : H : Be cat) ae. Re FIR) Gane 
epee ee eae ee te PE iain 
3 7 oJ : ‘ a a ' t a i .7 : .7 .7 

1 ' ' t ' ' ' ' ' t ' ' t ' ' 
Ror inet IS TIE AS UNL) (Sate auuiNe OMT COO; tS, 40m dy4uruun4 bel isoos sutu un fuNy mad 
' ' t c7 ' ] ' ' : oJ ' t : ' ' t 
+ brutet i H H H H H H H H oat teem Hot we | 
1 : ' ’ ' ' ' ' ' ’ ' 1 ‘ ' t ' 
1 ' 1 ’ ' ’ ' 1 fy t ' ' t t ' 

i s, $300 $ 15 $0,294 50 } 250 {20000 $ 1020 $ 170 } |50$ 62000}100$ G2k100$1001 
' 1 7 t ' ' t t : ' 1 t ' ’ t ' 1 
H : i H : i H H H 3840307692! 60! 8411204122 
’ 1 ‘ ' t ' ' : ' ' ' ' ' ' t : ' 
Par stm ascent Ges mal eos seks. SGOT aey |) ets ldedods Peel as licoe 4st 
srSoan: H $0,066$ 50 $500 $30000 } 3030 $ 757} 7575$454945! 66! 714100} 75} 
' . ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 
i 8, t 150 i 10 H 0,0454 40  # 500 }30000 H 3550 } 888 i 11100'660000! 75 80} 100} 100} 
: ! ! ! : H ! ebro ace ei 


Les différentes fractions Sy, S., Ss, ont été essayées par la 
méthode de précipitation spécifique en gel de Oudin [87, 38]. La 
technique employée, dérivée de celle de Oakley [89], est analogue 
a celle que nous avons employée dans le cas de la toxine diphté- 
rique [2]. 

Le sérum utilisé dans la couche inférieure est un sérum de 
cheval (n° 503), titrant 400 UF/ml. Il est dilué de fagon a ce que la 
concentration soit de 30 UF/ml dans la couche inférieure gélifiée. 
Les diverses fractions sont ajoutées a ]’état liquide, sans gélifica- 
tion, 4 deux concentrations : 30 UF/ml et 60 UF/ml, dans la zone 
supérieure. 

Les photographies reproduites dans la fig. 1 ont été prises apres 
dix-huit jours de séjour des tubes a la chambre-étuve 4 35°. 


490 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Fic. 14. — La couche inférieure contient le sérum antistaphylococcique de 
cheval & la concentration finale de 30 UF/m1; la fraction M a été ajoutée a 
concentration équivalente (30 UF/ml) (tube1); la fraction P; a été ajoutée a la 
concentration de 60 UF/ml (tube 2) et 30 UF/m| (tube 3). La fraction Py a été 
ajoutée a la concentration de 60 UF/ml (tube 4) et 30 UF/ml (tube 5). 


1,0F TOXINE STAPHYLOCOCCIQUE S3 
0,045 mg.NAp/ 
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La courbe d’absorption dans 1’U. V. du produit S, a été déter- 
minée au spectrophotométre Beckman (fig. 2). 


Discussion. 


On peut constater par examen du tableau II que les rapports 
des différentes propriétés de la toxine staphylococcique varient 
de fagon appréciable au cours du fractionnement. Ainsi, entre la 
toxine brute et la fraction S,, alors que l’activité floculante et 
Vactivité toxique sont 4 peu prés conservées, le pouvoir de com- 
binaison mesuré en unités Lh, baisse de 50 p. 100 environ. Les 
stades ultérieurs de la purification aménent des modifications 
importantes dans les rapports des diverses activités, comme le 
montre le tableau III. 
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Il en résulte que le coefficient de purification : Activité (UF, 
Lh, DMM, DMH) par mg N de la toxine purifiée/Activité par 
mg N (exprimée dans les mémes unités) de la toxine brute, varie 
suivant Vunité considérée (tableau IV). 


TasBLeau IV. 
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Il semble que la purification par le procédé décrit s’accompa- 
ene d’une réactivation de la toxine. Cette réactivation correspon- 
dr ait a une multiplication par trois de l’activité toxique pour un 
méme pouvoir de combinaison. On n’observe pas de phénoméne 
analogue avec la technique de Wittler et Pillemer [12]. Le coef- 
ficient de purification est pour le produit le plus pur quils aient 
obtenu de 200 (UF) ou 144 (DMM). 
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Par ailleurs, il apparait que le systéme adopté pour définir 
lunité de floculation de toxine staphylococcique alpha n’est pas 
adéquat. Avec le sérum que nous avons utilisé, il existe un déca- 
lage entre le titre exprimé en UF et le titre exprimé en unités Lh. 
Ce décalage varie suivant Ja fraction considérée. 


CONCLUSION ET RESUME. 


La toxine staphylococcique alpha a été purifiée par une tech- 
nique comportant les différents stades suivants 

1° Précipitation 4 — 15° par l’acide métaphosphorique a pH = 
3,5 de la toxine brute ; 

2° Fractionnement par les solutions concentrées de phosphates 
3,5 M dépi = 6.9): 

3° Fractionnement par le méthanol suivant Pillemer (MeOH 
15 p. 100, force ionique 0,10, température — 5°, pH = 4,0) ; 

4° Fractionnement par Jéthyl-cellosove (éthyléne-glycol-mono- 
éthyl-éther) 4 — 20°. ; 

Le produit obtenu, S;, présente une activité élevée : 3.550 
UF/mg N, 888 Lh/mg N, 11100 DMM/mg N, 660 000 DMH/mg 
N. Il contient encore cependant au moins deux constituants, 
Waprés l’examen par la méthode de diffusion en gel, méthode qui 
apparait trés sensible pour l’appréciation de la pureté d'une pro- 
téine. 
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INFLUENCE DE LA CORTISONE 
SUR LES TENEURS DU MUSCLE ET DU FOIE 
EN COMBINAISONS PHOSPHOREES 


par Francois GROS et Serczr RONFILS (°). 


(Institut Pasteur.) 


Diverses observations physiologiques ont montré que les extraits 
du cortex surrénal manifestent un effet régulateur sur le métabo- 
lisme du glycogéne. Ces faits sont connus depuis longtemps et l’on 
a réussi A démontrer in vitro [4] que Vutilisation du glycogéne par 
des coupes de foie est ralentie en présence d’extraits totaux du 
cortex surrénalien. Néanmoins le mécanisme de cette action 
demeure encore obscur. 

On peut se demander, en etfet, si les stéroides freinent le cata- 
bolisme du glycogéne (inhibition de la glycogénolyse) ou s’ils en 
activent la resynthése. 

Tandis que l’inhibition de la glycogénolyse a retenu un moment 
la faveur de Seckel [4] et de Long [2], Chiu et Needham {3] 
apportaient plus récemment des arguments en faveur d’une activa- 
tion de la resynthése du glycogéne. C’est ainsi que l’anaérobiose 
abolit totalement linhibition exercée par les extraits cortico- 
surrénaux sur lutilisation du glycogéne in vitro, fait difficilement 
compatible avec le freinage de la glycogénolyse. Ces conclusions 
ont.d’ailleurs été étendues [4] a des stéroides purs, parmi lesquels 
la cortisone, ou 11-déhydro-17-hydroxycorticostérone et la désoxy- 
corticostérone (DOCA). 

Pour interpréter Pactivation d’une resynthése du glycogéne, 
Chiu et Needham émettent deux hypotheses : 

a) Les extraits corticosurrénaux activeraient le catabolisme des 
aminoacides et il s’effectuerait une néoglycogenése aux dépens des 
dérivés cétoniques résultants, selon un mécanisme déja signalé par 
Villee et Hastings [5]. 

b) Les corticostéroides activeraient directement les phosphory- 
lations oxydatives des oses. 

La premiére hypothése trouve appui dans une série d’ubser- 
vations physiologiques et biochimiques, montrant qu’aprés injection 


(*) Manuscrit recu le 20 mars 1954. 
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d’extraits surrénaliens, l’accumulation de glycogéne va presque 
toujours de pair avec une diminution des protéines tissulaires ; elle 
repose aussi sur le fait que les stéroides accroissent considé- 
rablement le catabolisme oxydatif de certains amino-acides 
(Umbreit [6, 7, 8], Russel et al. [9)). 

La seconde interprétation fut émise par Verzar, il y a une 
dizaine d’années déja [40, 14]. On ne posséde néanmoins aucune 
preuve de l’influence directe des oxystéroides sur des processus de 
phosphorylation. Bien plus, Chiu et Needham [8] n’ont pas 
réussi a mettre en évidence une influence d’extraits cortico- 
surrénaux sur le métabolisme de l’A. T. P. dans des coupes de 
foie. 

Plus récemment encore, Umbreit et Tonhazy [12] puis Conway 
et al. {43} ne constatent aucun changement dans les teneurs des 
muscles de rats en ATP, phosphates et phosphocréatine, aprés 
des traitements assez prolongés par la cortisone. 

Sans prétendre aucunement apporter une solution définitive a 
ce probleme, nous décrirons ici quelques résultats d’études ana- 
lytiques préliminaires, qui révélent chez le lapin soumis a des 
injections de cortisone, des variations importantes dans la répar- 
tition du phosphore musculaire au sein de ses diverses combi- 
naisons. 

Ces résultats fragmentaires ne nous semblent intéressants que 
dans la mesure ot ils susciteront des études enzymatiques sur le 
métabolisme phosphoglucidique chez des animaux soumis a |’in- 
fluence des oxystéroides. 


Les stéroides utilisés ici sont la cortisone (11-déhydro- 
17-hydroxycorticostérone) et le composé F de Kendall ou hydro- 
cortisone (17-hydroxycorticostérone) que nous devons a la géné- 
rosité du professeur M. Tischler (Merck Institute for Therapeutic 
Research). 

Des lapins (poids moyen 2,500 kg) sont soumis quotidiennement 
a des injections de cortisone ou d’hydrocortisone, correspondant 
4 20 mg de stéroide (voie intramusculaire). En général, vingt- 
quatre heures aprés la quatriéme injection, les animaux sont 
sacrifiés, disséqués rapidement dans une enceinte a — 15° C. Les 
muscles (provenant de trois lapins différents d’une méme série) 
sont pesés trés rapidement, puis plongés aussitot dans une solu- 
tion d’acide trichloracétique 4 10 p. 100, refroidie a 0° C. Leur 
broyage est effectué dans cette solution au sein d’un « Waring 
Blendor » et dure soixante secondes. La suspension homogéne est 
centrifugée pendant cing minutes (6 000 tours/minute), le liquide 
surnageant soigneusement recueilli, puis le résidu extrait une 
seconde fois par une solution d’acide trichloracétique 4 1 p. 100. 
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Les extraits sont réunis, neutralisés rapidement par Ja soude con- 
centrée en présence de phénolphtaléine (début de virage au rose 
de la solution en présence de phénolphtaléine 4 10 p. 100, a raison 
de 1/300 du volume total). . 

Le résidu musculaire est lavé par une solution diluée refroidie 
d’acide trichloracétique (a 0,1 p. 100) puis soumis a une hydrolyse 
alcaline selon Good, Kramer et Somogyi [44] pour en extraire le 
elycogene. Celui-ci, aprés précipitation par l’éthanol et hydro- 
lyse, est dosé selon Hagedorn et Jensen [45). 

Les fractionnements et les dosages de composés phosphorés du 
muscle sont effectués d’aprés les indications de Le Page et 
Umbreit [46]. 

Pour Vextraction des composés phosphorés du foie, nous avons 
adopté un mode opératoire quelque peu différent. 

L’organe, aprés dissection, était broyé pendant trente secondes 
au sein d’eau distillée refroidie au voisinage de 0° C, et l'on opé- 
rait les fractionnements sur des portions aliquotes de lhomo- 
génat, dont les teneurs en azote total et en matiéres séches étaient 
déterminées séparément. Pour extraire les composés phosphorés, 
un volume déterminé de Vhomogénat était dilué immédiatement 
par un volume égal d’une solution d’acide  trichloracétique 
i 10 p. 100, refroidie 4 0° C. Puis lon procédait comme pour le 
muscle. Précisons que le glycogéne est dosé ici a la fois dans le 
résidu solide et dans l’extrait acide, puisque une partie du glyco- 
gene hépatique passe en solution dans ces conditions. 

En outre, toutes les déterminations de composés phosphorés 
acido-solubles étaient réalisées aprés élimination du glycogéne par 
Péthanol (46). Sans cette précaution, en effet, la plupart des 
mesures sont entachées d’erreurs du fait d’un entrainement des 
composés phosphoglucidiques par le glycogéne. 

Nous avons également effectué certains dosages d’acides pen- 
tose- et désoxypentosenucléiques dans le foie aprés extraction 


selon Schneider [47], dosages selon Albaum et Umbreit [48] et 
selon Dische [49]. 


R&SULTATS. 


A. Muscrr. — Aprés quatre injections, sous l’influence de la 
cortisone, on pergoit des modifications importantes dans _ les 
teneurs en phosphates minéraux et en certaines combinaisons 
phosphorées. Les variations peuvent se résumer ainsi (tableau I) 
jrésultats rapportés pour 100 g de tissu frais] : 

Baisse de teneur en orthophosphates (80 a 40 p. 100). 

Augmentation considérable de teneur en phosphocréatine, 
mesurée par le dosage du phosphate labile a 18° © en vinet 
minutes (milieu sulfurique 1,83 N) (de l’ordre de 120 p. 100). 
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Augmentation de teneur en glucose 1-phosphate (environ 
60 p. LOO). 


Tap.eau I. — Influence de la cortisone sur les teneurs du muscle 
en combinaisons phosphatées. 


ANIMAUX 
ayant 
été soumis 
SUBSTANCES DOSEES TEMOINS a 4 injections 
de cortisone 


(20 mg) 
toutes les 
24 heures 


Phosphates minéraux (mg P/g) 
Phosphocréatine (mg P/g) 


Ate Pe 
a) mg de P (libérable aprés 7 min. d’hydro- 
lyse) par g 
6) mg de pentoses/g 
Glycogene en mg de glycogéne anhydre/g. . . 
Glucose 1-phosphate en mg de phosphore (libé- 
rable aprés 7 min. d’hydrolyse) parg... . 
Fructose 1-6 phosphate en mg de fructose/g 
Fructose 6-phosphate en mg de fructose/g. 
Glucose 6-phosphate en mg de glucose équiva- 
lent au pouvoir réducteur de la fraction des 
composés barytiques solubles sans hydro- 
lyse (corrigé du pouvoir réducteur du fructose 
6-phosphate) par gramme 
Phosphopyruvate mg/g 


Augmentation importante, elle aussi, de la teneur en glyco- 
gene (60 a 70 p. 100). 

Baisse de teneur en ATP (évalué par la mesure du phosphore 
hydrolysable en sept minutes, et du ribose de la portion des 
« composés barytiques insolubles ») [80 a 40 p. 100}. 

Les autres combinaisons phosphoglucidiques : fructose-6-phos- 
phate, glucose-6-phosphate et acide phosphopyruvique ne varient 
au contraire que dans de faibles proportions. 

Des résultats présentant une constance satisfaisante ont été 
obtenus sur trois séries d’expériences similaires, chacune étant 
réalisée sur des mélanges de muscles provenant de trois animaux 
identiquement traités. 

Pour examiner |’influence de la durée du traitement .sur_ les 
variations qui viennent d’étre décrites, nous avons réalisé quelques 
essais en prolongeant les injections pendant huit jours. 

Le tableau II résume les variations quantitatives observécs 
(exprimées en pourcentage). 

Une conclusion remarquable s’impose : toutes les modifications 
vont en diminuant d’intensité quand on prolonge l’action de la 
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ae = ' 
cortisone, ce qui indique assez manifestement l’exisience d’une 
compensation physiologique vis-a-vis du trouble observé dans le 
métabolisme phosphoglucidique. 


Tasteau Il. — Influence de la durée du traitement sur les modifi- 
cations exercées par la cortisone dans la composition chimique 


du muscle. 


VARIATIONS PERCUES VARIATIONS PERCUES 
" . ; aprés 4 jours de traitement) aprés 8 jours de traitement 
BERS TANCES De par la cortisone (moyennes | par la cortisone (moyennes 
de 3 expériences) de 2 expériences) 


Phosphates minéraux. . . — 35 p. 100 — 9p. 100 
Phosphocréatine ..... +4140 p. 100 + 43 p. 400 
I NS I) nie Ao ahr e ciate fen — 30 p. 100 — 22 p. 100 
Glycogenesy. cas -e mene + 60 p. 100 + 14 p. 100 


De tels faits s’observent réguliérement sous linfluence de la 
cortisone dont les activités biochimiques chez l’animal intact appa- 
raissent souvent plus marquées au début du traitement [20, 7]. 


B. Tissu uipariqgur. — Nous avons signalé récemment {24] que 
sous l’influence de la cortisone, le foie était le siége d’une dimi- 
nution marquée de teneur en acide désoxypentosenucléique (DNA), 
exprimée par rapport a l’azote du tissu (diminution de 40 p. 100 
environ aprés deux injections de 20 mg). 

Ces résultats ont été confirmés peu de temps aprés [22] par 
Lowe, Williams et Thomas, qui ont observé en outre des modifi- 
cations dans les propriétés cytochimiques de la cellule hépatique, 
qui augmente de volume sous l’influence de hormone, de telle 


RNA, a 
——- saccroit considérablement. 
DNA 

Nous apporterons aujourd’hui de nouvelles données relatives 2 
l’influence de la cortisone et du composé F sur les teneurs en 
composés phosphorés de la chaine glycolytique, ainsi qu’en glyco- 
géne et en phosphates minéraux (tableau III). 

On voit, tout d’abord, que les effets biochimiques de la 
11-déhydro-17-hydroxycorticostérone et de la 17-hydroxycortico- 
stérone sont trés voisins, du moins en ce qui concerne les modi- 
fications de teneurs en glycogéne et acide désoxypentosenucléique, 
et l’absence d’influence sur les teneurs en acides pentosenucléiques 
et en orthophosphates, 

A la différence du muscle, le foie ne semble pas étre le siége de 
modifications dans les teneurs en ions phosphoriques et en ATP 
sous l’influence des stéroides. 


sorte que le rapport 
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Comme dans le muscle, par contre, le glycogéne s’accroit consi- 
dérablement, et les composés phosphoglucidiques ne subissent que 
d’assez faibles variations. 


Taseau Il. — Composition du foie en combinaisons phosphorées 
et azotées aprés traitement par la cortisone ou le composé F. 


CORTISONNE HYDROCORTISONE 


SUBSTANCES DOSEES TEMOINS | 4pres 4 jours aprés 4 jours 
de traitement de traitement 


20 mg par jour] 20 me par jour 


Azote p. 100 du poids sec 
Azote acidosoluble p. 100 du poids 


Pentoses nucléiques (en ug/mg d’azole) . 

Acide désoxypentosénucléique en mg 
p- 100 d’azote 

Phosphates minéraux en ug /mg Wazote. 


A.T.P. en vg ribose/mg d’azote ; 

Fructose 41-6-diphosphate en ug de 
fructose/mg d’azote 

Fructose 6-phosphate en wg de fructose/mg 
d’azote 

Glucose 6-phosphate en mg de glucose 
équivalent au pouvoir réducteur de 
la fraction dite « Barytique soluble » 
avant hydrolyse 

Acide phosphoglycérique en pg/mg 
d’azote 

Pentoses de la fraction « Barytique 
soluble » en ug/mg d’azote... . 

Glycogéne en mg de glucose/mg dazole 


Nous n’avons pas dosé malheureusement la phosphocréatine, ni 
le glucose-l-phosphate, mais ces résultats préliminaires montrent 
des différences de comportement déja importantes entre le muscle 
et le foie vis-a-vis de la cortisone. 


Discussion. 


Les modifications chimiques produites dans les tissus muscu- 
laire et hépatique sous l’influence de la cortisone peuvent donner 
lieu a des interprétations fort différentes. 

Il nous semble nécessaire avant d’envisager ces hypothéses de 
rappeler les diverses données antéricures relatives a |’influence 
des hormones corticoides sur le métabolisme glucidique. 

Signalons tout d’abord que l’accumulation de glycogéne dans 
la cellule musculaire sous |’influence de la cortisone, n’apparait 
pas a premiére vue comme un phénoméne uniforme. 

Ainsi ni Albaum [12] ni Conway [418] n’observent de change- 
ments importants dans les teneurs en glycogéne et en esters phos- 
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phoriques dans le muscle du diaphragme de rat apres administra- 
tion de cortisone. Ces résultats, qui sont en contradiction appa- 
rente avec nos propres observations, peuvent trouver une expli- 
cation dans la conclusion d’une étude récente due 4 Léonard [23] : 
chez le rat normal, soumis a des injections répétées de cortisone, 
seul le « rectus femoris » (muscle utilisé dans le présent travail) 
accuse une augmentation de teneur en glycogéne ; les autres mus- 
cles au contraire ne présentent pratiquement pas de modifications 
a cet égard. D’ailleurs, en opérant sur le « rectus femoris » du 
lapin, Kerpolla [24] constate également une élévation importante 
de teneur en glycogéne aprés injection d’hormone. 

Ce point ayant été discuté il est intéressant de souligner a pré- 
sent la concordance des diverses données de la littérature sur 
l’effet freinateur exercé par les hormones corticoides dans la gly- 
colyse de la cellule musculaire. 

Ainsi Conway et Hingerty [43] constatent une diminution des 
teneurs en glucose-6-phosphate et en fructose-6-phosphate, en 
méme temps qu’un accroissement des teneurs en phosphocréatine 
et en A. T. P. dans le muscle du rat, aprés surrénalectomie. 

Ces effets seraient imputables a une utilisation accrue d’esters 
phosphoriques résultant d’une activation générale des activités gly- 
colytiques, apres ablation des surrénales. On sait d’ailleurs que 
la surrénalectomie provoque aussi une diminution des teneurs en 
glycogene du muscle (Mentha et al. {25]), ainsi qu'une activation 
dans la capacité de consommer le glucose (Ingle et Nezamis [26)). 

Tous ces faits laissent supposer qu inversement certaines hor- 
mones du cortex surrénal doivent inhiber 4 un degré plus ou moins 
grand les processus de la glycolyse. 

De nombreuses données expérimentales permettent de soutenir 
plus directement encore ce point de vue. 

Par exemple, si l’on administre de la cortisone ou de la DOCA 
aux animaux privés de surrénales, les teneurs en glycogéne sont 
restaurées & leurs valeurs normales [27, 28, 29). 

Il résulte dailleurs d’études réalisées in vitro que les cortico- 
stéroides diminuent la formation du glycogéne dans le diaphragme 
du rat mis en présence de glucose (Leupin et Verzar [80], Bartlett 
et Mac Kay [34], Bozonic et al. [32]) en méme temps quils ralen- 
tissent la consommation du glucose. 

Récemment enfin, Nit et Baron [33] avee un matériel, il est vrai, 
différent (cellules lymphatiques de l’appendice de lapin) consta- 
tent aussi une inhibition de la glycolyse anaérobie par le com- 
posé F, 

Si Vintervention de la cortisone dans les processus de la ely- 
colyse apparait done comme un fait asez bien établi, il reste a pré- 
ciser le mode d’action de cette hormone sous l’angle biochimique. 

On doit & Colowick, Cori et Slein [84] puis a Krahl et Cori 35] 
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Vobservation que les extraits du cortex surrénal exercent un effet 
inhibiteur in vitro sur Vactivité hexokinasique des muscles de rats 
diabétiques. 

Plus récemment Kerpolla [24] met en évidence les effets inhibi- 
teurs considérables de la cortisone sur l’activité phosphorylasique 
des muscles de la patte du lapin. Ainsi chez des animaux soumis 
a sept injections quotidiennes de 20 mg du stéroide, l’activité phos- 
phorylasique des muscles n’est plus que le 1/5 environ d’une acti- 
vité normale. 

Il semble done plausible que la cortisone puisse inhiber |’ ulili- 
sation du glycogéne au cours de son clivage phosphorolytique (ou, 
suivant les conditions, inhiber sa resynthése). 

Cette interprétation est peut-étre valable également pour rendre 
compte de la surcharge en glycogéne musculaire que nous décri- 
vons aujourd hui. 

La diminution de teneur en ATP qui se manifeste dans nos 
expériences serait une conséquence indirecte de l’inhibition de la 
elycogénolyse, puisque la resynthése de ATP est liée en partie 
avec le cycle glycolytique. 

Les accroissements de teneurs que nous signalons pour le glu- 
cose 1l-phosphate et la phosphocréatine, ainsi que la diminution 
de teneurs en phosphates minéraux s’expliquent moins aisément 
avec ce schéma. Ils donnent a penser que la cortisone réactiverait 
ou activerait peut-étre plusieurs systemes enzymatiques de la gly- 
colyse 4 moins qu'elle n’influe sur leur biosynthése. 

Envisageons a présent le cas de la cellule hépatique : on est 
tenté d’invoquer ici un mode d’action voisin de celui envisagé dans 
le cas du muscle, a savoir : un freinage de la glycogénolyse, puisque 
activité phosphorylasique du foie s’abaisse de facgon trés impor- 
tante au cours d’un traitement prolongé par la cortisone [24] et 
pulsque, aprés surrénalectomie, on observe une baisse de teneur 
en glycogéne [25], baisse généralement compensée apres adminis- 
tration @hormone [28]. I] n’est pas impossible cependant, qu’in- 
terviennent également d'autres modifications métaboliques. 

Rappelons en effet que selon Chiu et Needham [3] la cortisone 
in vitro n’inhibe pas la glycolyse anaérobie dans les coupes de 
foie. 

Nous-mémes n’observons (en dehors d’une accumulation mas- 
sive de glycogéne) que des changements relativement faibles dans 
les teneurs en combinaisons phosphorées, en phosphates et en 
ATP dans la cellule hépatique, chez le lapin, aprés traitement par 
la cortisone. 

Il faudrait admettre ici que la cortisone inhibe sélectivement la 
phosphorolyse du glycogéne et qu’une compensation, ou une dévia- 
tion métabolique dans la glycolyse, assure néanmoins le maintien 
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d’un taux normal pour les diverses combinaisons phosphoglueidi- 
ques du tissu hépatique. 

Cette éventualité est possible mais il semble également utile de 
faire appel aux conceptions anciennes de Long [2] d’apres qui la 
cortisone favoriserait la conversion des protides en glycogéne. 
Divers travaux récents apportent d’ailleurs des arguments a 
cette hypothése en montrant que les hormones du type oxystéroide 
provoquent une augmentation du catabolisme des aminoacides 
(Russel et Wilhelmi [9}, White ef al. [86], Cagan et al. [37], Umbreit 
et Tonhazy [{7)}). 

L’hormone activerait donc la néoglycogenése aux dépens 
d’amino-acides glucoformateurs. (Il n’est pas impossible que les 
lipides interviennent également comme générateurs indirects de 
elycogéne). 

En conclusion, la surcharge en glycogéne qui se manifeste dans 
le muscle de l’animal normal, aprés injections répétées de corti- 
sone, pourrait relever d’une inhibition directe d’un stade de la 
glycolyse (et probablement de la glycogénolyse) ; l’augmentation 
similaire, et plus considérable encore, du glycogéne hépatique 
qui s’observe dans les mémes conditions aurait probablement 
pour cause, A cdté de cette inhibition, d’autres mécanismes physio- 
logiques plus complexes, tels qu’une activation de la conversion 
des amino-acides ou des lipides en dérivés précurseurs du 
elycogéne. 
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ACTION DE LA GLIOTOXINE ET DE LA VIRIDINE 
SUR LES CULTURES DE TISSUS VEGETAUX (°) 


par M. DAHMEN (**) et J. MOUTSCHEN (***) 


(Institut de Morphologie végétale de lV Unwersulé 
de Liége, Belgique.) 


I. — Introduction. 


La présence de substances fongistatiques chez Trichoderma 
viride Pers. ex Fr. fut pressentie pour la premicre fois par 
R. Falk en 1931 [4]. Celui-ci avait observé que les vieux trones 
@arbres sur lesquels vivait cette moisissure n’étaient jamais 
attaqués ni par Merulius lacrymans, ni par Contophora cerebella. 

C’est 4 R. Weindling (1932) [2] que l’on doit la mise en évidence 
d'une substance fongistatique produite par Trichoderma viride. 
Cette substance, désignée sous le nom de gliotoxine, a été isolée 
de divers champignons outre T. viride, notamment d’Aspergillus 
fumigatus Tres. et de Penicillium terlikowskti Zaleski. 

Les propriétés antibiotiques de la ghotoxine ont été étudiées 
en 1942, par S. A. Waksman et H. Woodruff [8] et en 1943, par 
J. Johnson, W. Bruce et J. Dutcher [4]. 

Plus récemment, en 1945, P. W. Brian et J. C. Mc Gowan ont 
extrait de certaines souches de ce méme champignon une autre 
substance parliculiérement antifongique : la viridine [5). 

Sa structure moléculaire, ses propriétés physico-chimiques et 
son activité biologique se sont révélées tout a fait différentes de 
celles de la gliotoxine. 

De plus, on sait quil existe une substance isomére de cette 
seconde substance, isolée en méme temps, mais en quantité beau- 
coup plus faible : la B-viridine. Cette derniére est toutefois moins 
antifongique que la forme a. 

Trichoderma viride est une espéce extrémement variable tant 
par ses caracteres morphologiques que par ses potentialités bio- 
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chimiques. Depuis 1950, M. Dahmen a isolé de trés nombreuses 
souches de T. viride du sol et de bois humide [6]. 

De ses études sur la microflore fongique de différents types de 
sols acides des hauts plateaux de lest de la Belgique, il ressort 
nettement que T. viride est parmi les micromyccetes les plus fré- 
quents, sinon le plus fréquent, tant par le nombre de stations ov 
il est présent que par la proportion du nombre de germes. 

Au laboratoire, nous avons fréquemment constaté sa présence 
dans nos cultures de mousses et de fougéres sur milieux gélosés, 
et méme dans nos cultures de tissus de plantes supérieures ; partout 
nous avons remarqué que, la ou il est présent, il se développe 
pratiquement a ]’exclusion de tout autre. 

Or, obtenir des cultures de ces différents organismes végétaux 
qui solent exemptes de moisissures ou de bactéries, présente de 
nombreuses difficultés, d’aulant plus qu’il faut éviter rigoureuse- 
ment toute méthode susceptible de modifier les cultures en quoi 
que ce soit. Par ailleurs, nous avions observé que les tissus 
repiqués sur des milieux de culture préalablement envahis par 
Trichoderma viride et stérilisés 4 nouveau, n’étaient presque plus 
infectés. Répété, le procédé nous donna de meilleurs résultats 
encore. Toutefois, avant d’exploiter ce procédé trés_ simple, il 
convenait de tester le role du champignon dans nos cultures. 

C’est pourquoi nous avons réalisé une série d’expériences sur 
l’action de la ghotoxine et de la viridine sur nos cultures et, paral- 
lélement, nous avons vérifié la nature et Vordre des altéraltions 
cellulaires que pouvaient y engendrer ces deux substances (1). 


Il. — Matériel et techniques. 


1° CULTURES DE TISSUS. 


A. MaririeL viciraL. — Dans tous les tests, nous avons utilisé 
le méme matériel : 
a) Pour les bryophytes : 
Eurhynchium stokesit (spores) ; 
Leptobryum piriforme (protonémas) ; 
Brachythecium rutabulum (tiges feuillées) ; 
Lunularia vulgaris (propagules). 
b) Pour les ptéridophytes : 
Polypodium aureum (spores) ; 


(1) M. P. W. Brian nous a apporté son aide précieuse dans cette 
recherche. Qu’il trouve ici l’expression de toute notre gratitude. Nos 
plus vifs remerciements vont aussi & M. A. Monoyer pour les conseils 
éclairés qu’il nous a donnés au cours de nos travaux. 
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Adiantum capillus-veneris (spores) ; 
Adiantum gracile (spores) ; 
Athyrium filix femina (prothalles) ; 

c) Pour les spermatophytes : 

Daucus carota (racines en milieu solide) ; 
Senecio vulgaris (racines en milieu liquide) ; 
Humulus lupulus (tiges) ; 

Bryonia dioica (liges). 

Nous avons fait des cultures de tissus de carotte et de senecon 
pour tester l’influence que pourraient avoir la gliotoxine et la 
viridine sur les cultures de tissus de plantes supérieures. Dans les 
conditions habituelles, c’est-a-dire sans quil soit fait usage d’anti- 
biotique, il n’est pas rare, en effet, d’obtenir avec ces deux maté- 
riels, le maximum de pourcentage de cultures aseptiques. [1 n’en 
est guére de méme pour tous les matériels, particulérement pour 
les cultures de fragments de tige du type liane comme la bryone 
et surtout le houblon. 


B. Mitteux pe cuLTuRE. — Les mousses et les fougéres sont 
cultivées indifféremment sur milieu de Detmer ou sur milieu de 
Dangeard dilués au tiers. Les cultures de tissus de plantes supé- 
rieures ont été réalisées suivant les techniques habituelles {7}. 
Comme aliment glucidique, nous avons utilisé le glucose pur (80 g 
par litre) et nous avons ajouté les substances de croissance aux 
concentrations suivantes : 


Cystéineounmethionine [8-4 . . «se ae ee anes eed Olear9, 
PUMA Bo GG 6 oH 5 5 stn sans geht tt eset cates Ril Olas 
Acide naphtyl-acélique.. ....-.....-.-0 0” 40-7 


La solution est gélosée 4 12 ¢ par litre. 


2° EXTRACTION DES ANTIBIOTIQUES. 


Les premiers essais ont été réalisés avec de la gliotoxine et de 
la viridine cristallisées que P. W. Brian a eu l’obligeance de nous 
procurer. 

Dans la suite, nous avons extrait nous-mémes les deux anti- 
biotiques suivant les méthodes mises au point par cet auteur (1945 
et 1946). [5, 9]. 


° ‘TECHNIQUES GYTOLOGIQUES. 


Le matériel est fixé par lalcool acétique 3-1 et coloré par la 
méthode de Feulgen. 


L’examen se fail en « squashs » avec Vobjectif Fluotar 
Wild H I 100. 


ACTION DE LA GLIOTOXINE El DE LA VIRIDINE 207 


III. — Expérimentation et résultats. 


Avant d’aborder la série de tests, nous précisons les trois 
points suivants 

1° Les parasites contre lesquels nous avons généralement a 
lutter dans nos cultures. Ce sont, pour les cultures de mousses, 
d’hépatiques et de fougéres, Trichoderma viride, Cephalosporium 
asperum, Penicillium expansum et Fusarium div. sp. : jamais de 
phycomycétes et trés peu de bactéries ; dans les cultures de tissus 
de plantes supérieures : Penicillium div. sp. surtout P. expansum, 
Aspergillus ruber, A. ochraceus, A. niger, Trichothecium roseum, 
Trichoderma viride, Cladosporium herbarum, Fusarium div. sp. ; 
les phycomycétes sont trés rares, mais les bactéries plus nom- 
breuses. 

2° Les critéres en fonction desquels nous avons exprimé nos 
résultats. Ce sont : la germination pour les spores, la croissance 
pour les propagules d’hépatiques, les protonémas de mousses et 
les prothalles de fougéres, le développement des tiges feuillées de 
mousses et leur différenciation en protonémas, la néoformation et 
le développement des cals de plantes supérieures. Voici en bref 
la signification que nous donnons aux signes figurés dans les 
tableaux qui condensent les résultats obtenus pour chaque expé- 
rience’: 

a) Caracléres des cultures de tissus : 


— pas de germination ou de croissance. 

(+) croissance faible sans parasite. 

+ croissance normale (ou d’aspect tel) sans parasite. 
+* croissance normale, culture faiblement parasitée. 
+“ croissance normale, culture trés parasitée. 

+++ croissance optimum. 


b) Caractéres des colonies des agents pathogeénes (2) : 


— pas de germination. 

(+) mycélium malingre. 

+ mycélium normal sans conidie. 

++ mycélium normal avec peu de conidies. 
+++ colonies normalement développées. 


3° Les matériels utilisés dans les tests cytologiques. Ce sont 
surtout : des pointes radiculaires d’Allium cepa et des bourgeons 


foliaires de Brachythecium rutabulum. 


Expérience I. — A la suite de nos observations relatives a 
Vinhibition qu’exerce notre souche de Trichoderma viride sur les 


(2) Observations basées sur les colonies de Trichoderma viride et de 
Cephalosporium asperum qui sont les moins sensibles aux substances 


envisagées ici. 
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parasites qui affectent nos cultures, nous avons repiqué systéma- 
tiquement ces mémes cultures sur des milieux préalablement ense- 
mencés de notre souche ou de souches de Trichoderma viride 
d’autres provenances caractérisées par la production de l'un ou de 
Vautre des antibiotiques que cette moisissure produit (tableau I). 

1° Trichoderma viride, souche 705A de la Mycotheque de 
l'Université de Liege, isolée d’une tourbiére haute du Plateau de 
la Baraque Michel. 

2° Trichoderma viride, souche recue de P. W. Brian, sous le 
n° 211, productrice de ghotoxine. 

3° Penicillium terlikowskii, souche recue de P. W. Brian, sous 
le n° 536, productrice de ghotoxine. 

4° Trichoderma viride, souche recue de P. W. Brian, sous le 
n° 213 E, productrice de viridine. 

On laisse les cultures de ces champignons se développer 
pendant cing jours, puis on stérilise. Aprés avoir répété cette 


TABLEAU I. 
BRYOPHY1ES PTERIDOPHYTES SPERMATOPH\ TES 
{ 

SOUCHES Spores Protonémas Tiges feuillées Spores Prothalles Racines Tiges 
Cult. } Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras.| Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Pa: 

1)Tr.vir(Myoly.)) ++] — }++] — |++]} — |++) — | +4} —]} 4+] —-—] 4) - 
2)Tr.vir.(gliot.)) ++} — |} ++] — |++} — |++] — |/44+]) —]|4+]-/] +) - 
3)Pen.terl. (gio) |) | ea mee) Sa sera) sect iia or a 
4)Tr.vir. (vir.) ceah eels tel eed dens Wee cs) a) ec = se 2 
SyEMETsvoy itv an gi eee | STR ai fee ES) tee SE Se) a || Se | es || de |e | 


manipulation une fois, le milieu de culture est prét a étre utilisé. 

On voit d’apres le tableau I que toutes les cultures témoins sont 
infectées (a l'exception des cultures de 'racines) et que les parasites 
en empéchent le développement normal. Notons toutefois que les 
semis de spores résistent toujours mieux a infection que les 
autres cultures. 

D’autre part, aucune des cultures qui croissent sur milieux 
spéciaux n’est infectée et aucune ne montre d’anomalie. Les 
quatre types de milieux donnent le méme résultat. 

Cytologie. — Chez Allium cepa, aux basses concentrations, 
extrait total ne provoque aucune aberration cytologique ; les 
coefficients mitotiques des cellules traitées sont comparables a 
ceux des témoins. 

Aux concentrations supérieures 4 10-7, les aberrations cyto- 


INCENTRATION 


gliotoxine 
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logiques apparaissent avec grande fréquence (+ 20 p. 100 des 
cellules). De nombreux noyaux apparaissent boursouflés, allongés 
ou simplement de forme atypique. Des masses chromatiques sont 
détachées des noyaux normaux ou de noyaux légérement pycno- 
tiques. Nous observons des figures de prophase dans lesquelles 
des filaments hypercolorés sont étalés dans le cytoplasme. 

De nombreuses cellules montrent dans leur cytoplasme de 
grosses vésicules extérieurement fort colorées mais comportant des 
zones peu ou nullement colorées. Dans d’autres cellules, il ne 
subsiste qu’une fine poussiére chromatique dont il est difficile de 
dire si elle provient de noyaux ou de chromosomes fragmentés. 

Chez Brachythecium rutabulum, aux mémes concentrations, on 
remarque de tels phénoménes, mais beaucoup moins fréquemment. 


TaBLeau I]. 

SSS I TS SS gS 

BRYOPAYTES PTERIDOPHYTES SPERMATOPHYTES 

Spores Protonémas | Tiges feuillées Spores Prothalles Racines Tiges 
Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras. | Cult. | Paras. 
Cart Ae ea Ae RON EC faa PG | at er = 
BH) 1H) — 1 OO) =) — 1a) — |e = 
P+ 1H) + ]H] +} —) +t lam} +]aH]} t+] —- (+) 
++] + |++] + (++) ]}4++] 4 (++) 4+) 4] - an 
++) + /4+4+] + J++] 4+ J++) + [4+4+) +/)4+] - ++ 
++])++]++]/4++/4+] 4+ [4+4+]4+4+]/44+]/4+4+]) 4 | - +++ 
sear emule ie otra oo (cite) ts te let ata 


En métaphase, les chromosomes pycnotiques sont ramassés le 
plus souvent au centre des cellules ; ils se montrent trés fragmentés. 

La figure 1 (planche) montre une cellule monstrueuse voisinant 
avec des cellules apparemment normales. De gros blocs chroma- 
tiques provenant d’un noyau fragmenté sont visibles. 

La figure 2 (planche) montre plusieurs cellules dans lesquelles 
des fragments chromatiques, également pycnotiques, parfois tres 
fins, sont bien visibles (concentration 10—*). On apercoit également 
un long filament chromatique sortant d’un noyau. 


Expiéirience I]. — La deuxiéme expérience consiste a étudier les 
effets de la gliotoxine sur les différents types de tissus végétaux 
envisagés. 


A cet effet, nous avons réalisé plusieurs séries de milieux de 
cultures appropriés aux tissus @ culliver, contenant de la glio- 
toxine a des concentrations allant de 10—* a 10—1° (tableau II). 
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Les doses de gliotoxine supérieures 4 10~* sont léthales pour 
l’hdte et pour l’agent pathogéne, sauf dans le cas des tiges feuillées 
ou, un mois aprés la mise en culture, quelques protonémas sont 
apparus. La concentration de 10—* entrave la germination de tous 
les parasites mais permet un certain développement de la plante- 
hole, d’une maniére beaucoup plus ralentie cependant que dans 
les cultures-témoins. A la concentration de 10—° et aux concen- 
trations plus faibles, les cultures semblent se comporter norma- 
lement, mais 4 10—® déja, on note quelques mycéliums de Tricho- 
derma viride et de Cephalosporium asperum dans toutes les cul- 
tures, sauf dans les tiges feuillées ot ils n’apparaissent qu’a 10—* ; 
aux concentrations inférieures, le mycélium croit normalement 
mais ne porte pas de conidies sauf 4 10—* et a 10—*° dans les 
cultures de tiges feuillées de mousses, de prothalles de fougéres et 
surtout dans les cultures d’organes de plantes supérieures ot la 
richesse du milieu favorise fortement les parasites. Aprés quinze 
A vingt jours de culture cependant, Jes parasites dégénérent et la 
plante prend remarquablement le dessus. 

Cytologie. — Les effets cytologiques suivants ont été notés : 

De 10—7 a 10—*°, le coefficient mitotique est normal ; aucune 
mitose aberrante n’a été détectée. 

A 10—* et & 10—*, on reléve les phénomeénes suivants : quelques 
fragmentations chromosomiques (fragments pycnotiques) se pré- 
sentant lors de la mitose, comme des extrachromosomes ; ponts 
interchromosomiques fréquents, visibles lors de anaphase ; dis- 
torsions fusoriales fréquentes aussi ; ces phénomeénes se présentent 
beaucoup moins souvent chez Brachythecium rutabulum que chez 
Allium. 

A 10-* et a 10-*, les phénomeénes sont comparables a ceux 
notés ala suite de la premiére expérience : expulsions de frag- 
ments nucléaires dans le cytoplasme, fragmentations nucléaires, 
boursouflements ou tassements nucléaires et noyaux pycnotiques ; 
fragmentations chromosomiques et présence d’extrachromosomes ; 
présence dans le cytoplasme de petits anneaux Feulgen-négatifs au 
centre (fig. 1, planche). 

Dans les cultures de Brachythecium rutabulum cultivées sur 
milicux additionnés de gliotoxine, les examens macroscopique et 
microscopique comparativement aux témoins montrent les faits 
suivants : 

Aux concentrations de 10-7 a 10—!°, aucune mutation n’a été 
décelée : les protonémas sont peu divisés et les tiges feuillées sont 
du type témoin. 

A la concentration de 10—*, nous notons la présence de cellules 
subglobuleuses et fusiformes dans les protonémas; ces mutants 
subglobuleux apparaissent sectorialement ; les tiges feuillées sont 
beaucoup plus nombreuses qu’aux concentrations plus faibles. 
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A la concentration de 10—°, de nombreuses mutations cellulaires 
apparaissent ; le type protonémique globuleux ou subglobuleux 
devient trés fréquent ; l’activité divisionnelle du protonéma reste 
trés forte et par conséquent, les ramifications sont nombreuses ; on 
observe des bourgeonnements a partir de la cellule terminale du 
protonema; de plus, la morphologie des chloroplastes est 
souvent trés anormale (taille, mode de division, activité divi- 
sionnelle, etc.) ; a cette concentration, on note déja plusieurs 
secteurs polyploides ; la nécrose est peu marquée. 

A 10-*, les plantes ne dépassent pas le stade protonémique ; 
les protonémas trés peu abondants sont constitués de cellules 
sphériques & activité divisionnelle trés marquée, fortement disso- 
clables et généralement polyploides. 

A 10—, la nécrose est générale. 


Experience II]. — La méme expérience que la deuxiéme fut 


TasBLeEau III. 


BRYOPHYTES PTERIDOPHYTES SPERMATOPHYTES 


CONCENTRATION 
_ de. Spores Protonémas | Tigss feuillées Spores Prothalles Racines Tiges 
viridrine 


Cult. | Paras} Cull. |Paras| Cult. |Paras| Cult. | Paras} Cult. | Paras} Cult. |Paras | Cult. | Paras 
L 3 — — _— — — —_ — — — — — — —_ _— 
ees ee | ee tae ees] Ga | (4) 
Be ++] — |4++]} — }++] — ]+4+/— J++) —-] 4+} -—) 4+] - 
ree Ee Se ee a eee ee a 
> ee ++] — [++] + [++] + [t+4+])/ —]tt)/ 4+} 4+) -] 4] + 
os J++} — }tt] + [tt] + f+tt} — J++} +) 4 )—-—] +2) ++ 
: a rae t+} — |ttl] + |4++] + f4+4] 4 P44] 4+) +) — | te] tt 
. | ee ++] + [++] + f+t] + |+t)4+4+]44+) 44+] + | — | 47 [444+ 


reprise en utilisant cette fois la viridine (tableau HI). Rappelons 
que cette derniére n’est pas bactéricide (P. W. Brian et al., 1946). 

Seules les concentrations de viridine supérieures a 10~* sont 
léthales. A 10—*, les bourgeons foliaires se développent tout aussi 
bien que ceux des plantes témoins, mais le reste de la tige feuillée 
brunit aprés avoir donné quelques protonémas. Les autres cultures 
apparaissent normales et les agents pathogénes sont totalement 
inhibés. Cette inhibition se maintient jusqu’a la concentration 
de 10—° dans les semis de spores de mousses et Jusqu’a 10—* dans 
les semis de spores de fougéres. Dans les autres cultures, linhi- 
bition se manifeste déjA beaucoup moins bien a 10~7 et a 10—* ; 
le mycélium croit normalement sans toutefois donner de conidies 
mais il n’atlaque pas la plante. 
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Cytologie. — La viridine s’est révélée beaucoup moins toxique 
pour la cellule végétale que la gliotoxine alors qu’elle est beau- 
coup plus fongistatique. Chez Allium, aucune anomalie cellulaire 
n’a été observée aux concentrations inférieures a 10—*, 

A 10 et 10-%, les phénoménes suivants ont été relevés : 
pycnoses, fragmentations nucléaires, cellules binucléées dans 
50 p. 100 des cas et, en général, phénoménes identiques a ceux 
observés avec la gliotoxine. Notons aussi a ces concentrations une 
coloration du cytoplasme en jaune brunatre. 

L’ observation macroscopique et microscopique de Brachythectum 
rutabulum montre les mémes phénoménes que pour la gliotoxine, 
mais ceux-ci apparaissent a des doses différentes. 

A des concentrations inférieures A 10—*, aucune mutation n/’est 
observée. A la dose de 10—*, des cellules globuleuses apparaissent 
et 4 10-*, on note un grand nombre de cellules polyploides. 
A 10-?, la léthalité est absolue. 


Exprrience IV. — Dans cette quatri¢me expérience, nous avons 
envisagé l’action des deux antibiotiques combinés. 

Etant donné que nos cultures ne tolérent ni la viridine a des 
concentrations supérieures & 10—°, ni la ghotoxine a des concen- 
trations supérieures 4 10—’, nous avons testé les effets de ces deux 
substances & des concentrations inférieures. Soit done : 


Viridine concentration 410—§6 gliotoxine concentration 10-°% 
Viridine concentration 10—7 gliotoxine conventration 10° ° 
Viridine concentration 10—%5 \ | gliotoxine concentration 10-10 


Viridine concentration tos | gliotoxine concentration 10-7 
+ 


Viridine concentration i0—9 
Viridineé concentration 10 —10 


ll ressort de cette quatriéme expérience que les concentrations 
des deux antibiotiques combinés les plus favorables tant du point 
de vue de la vitalité des cultures que de l’inhibition des parasites 
sont les suivantes : 


Maridime' yy csu 0) sos) cee 0) ae TO COXIN Os ey meen cn ceed Ola 
Viridine 73°. 2 2 5 Oss pliotoxinem: a ee eee ae 
Niridine wma. tcncn eee 140 SS eliotoxiney: eae ee ee ed Ol aon? 
Viridtmemeasoicrcuen =o. 10:6. ltotoxine ss she speed Oi 


Ce sont les doses les plus faibles qui, sans altérer la cellule 
végétale, inhibent le mieux les parasites les plus tenaces de nos 
cultures. Le fait d’avoir ajouté les deux substances l'une a 
Pautre n’a eu aucun effet. cytologique. 


IV. — Discussion. 


Des observations précédentes, il ressort que les deux anti- 
biotiques de Trichoderma viride aux fortes doses s’avérent tres 
toxiques pour la cellule végétale. 
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Chez Allium cepa, les doses supérieures a 10-* pour la glio- 
toxine et & 10—* pour la viridine sont Iéthales. Les doses plus 
faibles ne se montrent pas léthales mais stathmocinétiques ou 
radiomimétiques. Pour les doses inférieures 4 10-* pour la glio- 
toxine et 4 10~* pour la viridine, utilisée séparément, aucun phe- 
noméne cytologique n’a été constaté. 

Ces observations furent répétées sur les autres matériels végé- 
taux expérimentés et plus particuli¢rement sur Brachythecium ruta- 
bulum. Dans le schéma 1 nous donnons le spectre d’action probable 
des deux antibiotiques. 

D’autre part, lorsque les deux antibiotiques sont utilisés 
ensemble dans le méme milieu de culture, leurs actions para- 
siticides se combinent qualitativement, la gliotoxine étant bacté- 
ricide et la viridine étant plus fongistatique que cette derniére. 

Cependant la méthode empirique que nous utilisons est supé- 


Gliotoxine 


Zone léthale 
Zone stathmocinétique 


ZA Zone radiominétique 


Zone sans anomalie observée 


Scuéma 4. 


rieure A cette méthode par les résultats qu’elle donne et par la 
facilité de son usage. , 

Aprés avoir inoculé les milieux de culture par Trichoderma 
viride, on laisse se développer celui-ci pendant cing jours a environ 
22° C; aprés quoi, on stérilise le milieu et on renouvelle 
lopération une ou deux fois suivant les cas. Apres ce traitement, 
aucun parasite sensible 4 l'un ou a l’autre des antibiotiques de 
Trichoderma viride n’est capable de vivre sur ces milieux de 
culture. < 

Par contre, les tissus d’aucun des organismes végétaux éludiés 
ne montrent de changement sur ces milieux. 

En général, d’ailleurs, un ou deux passages sur de tels milieux 
suffisent ; les cultures repiquées ensuite sur milieu normal sont 
exemptes de tout parasite. 

Pour Brachythecium rutabulum, nous avons pu comparer les 
races mutées obtenues dans les expériences II (gliotoxine 10, 
10—> et 10—*) et III (viridine 10~*) avec des races mutées par les 
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radiations ionisantes [410]. Elles sont absolument stables. D’autre 
part, si aux concentrations inférieures, i] existe un certain pourcen- 
tage de mutants, il ne doit guére, sinon pas, excéder celui qui 
apparait chez cette espece dans la nature. L’utilisation pratique de 
extrait total s’avére done plus intéressante que celle des deux anti- 
biotiques employés séparément ou combinés : il semble done bien 
que, dans le cas de l’extrait total, il existe une action potentialisante, 
celle-ci étant d’une autre nature que celle qui est réalisée dans la 
combinaison des deux antibiotiques in vitro. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 4. — Cellule d’Allium cepa traitée par la gliotoxine (10 — 4) 
montrant des fragments chromatiques pycnotiques (1250 x). 


Fic. 2. — Cellules d' Allium cepa traitées par la gliotoxine (10—+) montrant 
de longs filaments chromatiques pycnotiques sortis des noyaux (1230 x). 


Fic. 3. — Brachythecium rulabulum protonéma identique au témoin 
(gliotoxine 10 —7) [300 x]. 


Fic. 4. — Brachythecium rulabulumn protonéma mutant a ramifications 
seconiaires subglobuleuses (gliotoxine 10 —5) [300 x]. 


Fic. 5. — Brachylthecium rutabulum protonéma globuleux nécrosé 
(gliotoxine 10 — 3) [300 x}. 


Fic. 6. — Brachythecitum rutabulum type de protonéma polyploide 
(gliotoxine (10 — 4) [300 x]. 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 3 Juin 1954. 


Présidence de M. Dusarric DE LA RIVIPRE. 


COMMUNICATIONS 


LA LONGEVITE DES SPORES DE B. ANTHRACIS 
(PREMIER VACCIN DE PASTEUR) 


par H. JACOTOT et B. VIRAT. 


(institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


C’est Pasteur qui a établi il y a quatre-ving-cing ans, a propos de 
la flacherie des vers 4 soie, la possibilité pour certaines bactéries patho- 
genes de former des spores, et c’est lui qui a démontré que ces spores 
conservaient pendant plusieurs années la faculté de germer [4]. 

Le premier travail sur la sporulation de B. anthracis est un mémoire 
de Koch publié en 1877 [2]. 

Depuis cette lointaine époque quelques précisions ont été acquises 
relativement a la durée de survie des spores charbonneuses dans les 
matiéres organiques et dans divers milieux naturels ou artificiels de 
conservation. 

Sur ce denier point, le seul que concerne la présente note, Busson, 
von Szelkely et Graham-Smith ont conslaté respectivement que _ les 
spores desséchées donnaient encore des cultures aprés dix-sept ans, 
dix-huit ans et demi et vingt-deux ans; d’autre part, Novel et Reh 
ont observé que deux lots de spores conservés sur papier filtre don- 
naient encore des colonies, lun aprés trente-cing ans, l’autre aprés 
quarante et un ans, le type de ces colonies et le pouvoir pathogéne 
des germes obtenus différant dans les deux lots [3, 4, 5, 6]. 

Ces délais sont, & notre connaissance, les plus longs qui aient été 
enregistrés ; ils dépassent notablement ceux dans lesquels on a pu 
observer la survivance des spores charbonneuses prélevées dans les cada- 
vres d’animaux, dans le sol et les eaux. 

Nous rapporterons succinctement ici les résultats de l'étude que nous 
avons faite de suspensions de spores du premier vaccin de Pasteur 
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préparées A l'Institut Pasteur de Paris dans le laborateire de Cham- 
berland entre 1884 et 1900 (1). Il s’agissait de suspensions en bouillon 
destinées A l’exportation vers l’Europe centrale ; elles avaient été 
conservées en pipettes Pasteur effilées, 4 l’abri de la lumiére, sans 
précautions particuliéres (2). 

1¢ En janvier 1954, les 100 échantillons dont nous disposions ont 
été semés en bouillon puis les tubes ont été placés inclinés dans 
l’étuve. Quatre échantillons ont donné une culture, avec un certain 
retard ; ils dataient respectivement de 1895, 1891, 1890 et 1887 ; les 
spores considérées étaient donc agées de 58, 62, 63 et 66 ans. 

Aprés repiquage sur gélose les quatre souches ainsi régénérées ont 
donnée : 

La souche 1895 des colonies de type R et des colonies de type S ; 

La souche 1891 des colonies de type R ; 

La souche 1890 des colonies de type R ; 

La souche 1887 des colonies de type RS. 

2° L’étude de leur pouvoir pathogéne a été faite sur le lapin, le 
cobaye et la souris ; on a inoculé des cultures de quarante-huit heures 
en bouillon, sous la peau, a la dose de 1/4 de centimétre cube pour 
les lapins, de 1/8 de centimétre cube pour les cobayes et les souris. 
Les résultats de ces essais sont résumés dans le tableau ci-dessous. 

Nous rappellerons que, classiquement, le premier vaccin de Pasteur 
inoculé aux doses indiquées tue toutes les souris en trente-six heures 
4 trois jours et presque tous les cobayes en trois 4 huit jours; au 
contraire, les lapins survivent presque tous A l’inoculation et presque 


LAPINS COBAYES SOURIS 


SOUCHES 


Tnoculés 
Survivants 
Inoculés 
Inoculées 


Survivants 
Survivantes 


1895 
1895 5. 
1891 
1890 


1887 RS. 


Souche de réfé- 
rence dernier 
repiquage . 


(1) Les titulaires successifs du laboratoire ont été Chamberland, Jouan 
et Staub, qui nous y a précédé. 

(2) Nous remercions ici notre collégue le Dr Didier Bertrand, qui a bien 
voulu identifier le liquide dans lequel les spores avaient été placées. 
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tous sans réaction générale ni locale. (Souche de référence au bas du 
tableau.) 

Il apparait ainsi que les trois premiers échantillons avaient conservé 
a peu pres intégralement leur pouvoir pathogéne, alors que celui de 
l’échantillon le plus ancien s’était fortement affaibli. 

3° Enfin, lon a recherché si les survivants des épreuves précédentes, 
lapins et cobayes, avaient acquis l’immunité vis-a-vis d’une souche 
plus virulente du charbon. A cet effet, quarante jours aprés l’inocu- 
lation de premier vaccin régénéré, les trois cobayes qui avaient résisté 
a la souche 1887 ont recu sous la peau 1/8 de centimétre cube d'une 
culture de vingt-quatre heures en bouillon de deuxiéme vaccin de 
Pasteur ; deux sont morts en quatre jours et demi, le troisitme a 
survécu aprés avoir fortement réagi. Quant aux lapins qui, tous, 
avaient supporté sans troubles les injections des quatre souches régé- 
nérées, ils sont morts dans des délais compris entre deux et cing jours 
et demi, aprés inoculation dans le derme de 1/10 de centimétre cube 
d’une suspension 4 10—* de spores pleinement virulentes ; compara- 
livement, de deux lapins qui avaient résisté a inoculation avec la 
souche de référence, l'un a succombé et l’autre a résisté a 1l’épreuve 
avec la souche virulente. 


Conclusion. — Parmi 100 échantillons de spores charbonneuses (pre- 
mier vaccin de Pasteur) qui ont été mises en suspension dans du 
bouillon entre les années 1884 et 1900, dans le service de Chamberland, 
4 possédaient encore leur pouvoir germinatif en janvier 1954. La souche 
la plus ancienne, A4gée de 66 ans, avait perdu tout pouvoir pathogene 
pour le cobaye et elle ne tuait que 4 souris sur 6; les trois autres 
souches Agées respectivement de 63, 62 et 58 ans avaient conservé 
intégralement, ou a peu pres, leur virulence originelle. Aucune de ces 
souches n’a permis aux lapins qui lui avaient résisté de surmonter les 
suites d’une épreuve ultérieure avec des spores charbonneuses pleine- 
ment virulentes. 
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QUELQUES CONSIDERATIONS 
SUR LA BRUCELLOSE DU LIEVRE 
A PROPOS DE HUIT CAS IDENTIFIES EN FRANCE 


par H. JACOTOT et A. VALLEE 
(Aide-technique : A. Le PRIOL.). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


Nous avons rapporté ici, il y a trois ans, lobservation des deux 
premiers cas de brucellose du liévre identifiés en France [4, 2]. H 
s’agissait d’animaux originaires de Picardie. Depuis cela, de la méme 
région, nous sont parvenus entre février 1951 et février 1953 quatre 
autres liévres atteints eux aussi de bruceliose ; ainsi donc, selon toute 
apparence, il existe ou existait naguére dans un périmétre étroit de 
la région comprise entre Amiens et Abbeville un véritable foyer de 
brucellose dans cette espéce sauvage. 

Plus récemment, en décembre 1953, nous avons recu, envoyés lun 
de la Haute-Marne, l’autre d’EKure-et-Loir, deux liévres chez lesquels 
nous avons encore identifié la maladie. 

L’examen de ces six derniers animaux a fait l’objet d’une relation 
4 laquelle nous nous permettons de renvoyer le lecteur [3]. Nous 
rappellerons seulement que, dans l’espéce considérée, la brucellose est 
généralement caractérisée par la formation d’importantes collections 
purulentes et, chez les femelles, par ]’évolution de métrite suppurée. 

Les brucelies que nous avons isolées de ces huit cas possédaient en 
commun la propriété de se multiplier d’emblée en Vabsence de CO,. 
et celle de pousser sur milieu additionné de thionine ; ces propriétés 
se sont montrées parfaitement stables. Leurs autres caractéres diffé- 
rentiels n’ont pas présenté au long des mois la méme fixité ; ceci n’est 
pas pour surprendre, surtout en l|’espéce des brucelles, mais il en est 
résulté parfois quelque incertitude sur le type microbien et quelques 
difficultés & classer le germe. Nous avons adressé ces huit souches de 
brucelles aux D’s Renoux de |’Institut Pasteur de Tunis et Stableforth 
de l'Institut de Weybridge qui sont parmi les bactériologistes les plus 
qualifiés pour lidentification des germes du genre Brucella ; nous les 
remercions vivement ici de leur aimable collaboration. 

On trouvera réunis dans le tableau ci-joint, et datés, les résultats 
des tests pratiqués par chacun d’eux et par nous-mémes a Paris. La 
détermination du type a été basée sur l'étude des caractéres huddle- 
soniens (Paris-Tunis-Weybridge), la recherche de l’uréase (Paris-Tunis), 
la classification sérologique (Weybridge-Tunis), l’épreuve au diéthyl- 
dithiocarbamate de soude (Tunis). 

La lecture de ce tableau conduit aux constatations suivantes 

a) Six souches sur huit appartenaient ou se rattachaient de prés a 
une des deux variétés de Br. suis ; 
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Identification de huit souches de Brucelles 
isolées chez le liévre en France. 


Somme 1. 


Somme 2. , 


Somme 3. 


Somme 4. 


Somme 5. 


Somme 6. 


Haute-Marne . 


Eure-et-Loir . 


Melilensis 
(nov. 1950). 


Melilensis 
ou 
Intermedia 
(oct. 1950). 
Suis danois 
(mai 1954). 
Suis danois 
(déc. 1951), 
Suis danois 
(sept. 1952). 


Suis danois 
(fév. 1953). 
Suis danois 


(janv. 1954). 


Suis danois 
(janv. 1954). 


Suis 
(noy. 1953). 


Aborlus 
(nov. 41953). 


Suis 
(nov. 4953). 
Suis 
(nov. 1953). 
Suis 
(nov. 1953). 


Inclassable 
(nov. 1953). 


TUNIS 


Suis 
(oct. 1953). 


Abortus 
(oct. 1953). 


Inlermedia 
(oct. 1953). 
Suis 
(oct. 1953) 
Suis 
(oct. 1953). 


Suis 
(oct. 1953). 
Suis danois 


(janv. 1954). 


Suis danois 
(janv. 41954). 


WEYBRIDGE 


Melitensis 
atypique 
(avril 1953). 
Abortus 
(avril 1953). 


Suis danois 
(avril 4953). 
Inclassable 
(avril 1953). 
Suis danois 
atypique 
(déc. 1952). 
Suis danois 
(avril 1953). 
Suis danois 
(mars 1954). 
Suis danois 
(mars 1954), 


b) Une souche s’est présentée par deux fois avec plusieurs caractéres 
du type melitensis ; 

c) Une autre qui, a la sortie de l’organisme, possédait certains carac- 
teres du type melitensis, s’est classée ultérieurement dans le type 
abortus. 

Ces constatations sont en concordance avec les observations de Bur- 
gisser, en Suisse [4]. Deux notions en découlent : la plasticité ou un 
certain degré de variabilité du type brucellien au sein du genre d’une 
part et, d’autre part, la tendance des brucelles 4 revétir dans l’orga- 
nisme du liévre les caractéres du type suis. Sur le premier point, 
G. Renoux a réuni des éléments d’appréciation d’une valeur indiscu- 
table ; mous pensons avec lui qu’il conviendrait de considérer les divers 
types de brucelles comme de simples variétés d’une espéce unique [5]. 

Mais le fait que les brucelles du liévre sont en grande majorité du 
type suis mérite de retenir l’attention. En effet, en Suisse ot 10 p. 100 
des livres autopsiés ces années derniéres étaient atteints de brucellose, 
Br. suis est considérée comme inexistante, et en France ot. nous avons 
dépisté la maladie du liévre en des régions éloignées les unes des 
autres, cette variété de brucelle n’a jamais été isolée dans les autres 
especes animales. On est tenté d’admettre que le liévre s’y contamine 
au contact des ruminants ou de l’homme, qu’il y est touché ou par 
3r. abortus ou par Br. melitensis, lesquelles dans son économie, et au 
cours d’un processus pathologique vraisemblablement long, se trans- 
forment en Br. suis. 

Enfin l’aptitude commune au porc et au liévre d’imprimer certaines 
propriétés biochimiques aux brucelles pourrait comporter comme corol- 
laire un état comparable de réceptivité de ces deux espéces animales au 
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germe ainsi modelé; en fait, tout récemment Herluf Bendtsen, 
M. Christiansen et Axel Thomsen ont établi que des souches de bru- 
celles issues du liévre (et qui possédaient les caractéres de Br, suis 
(var. danoise) étaient, contrairement aux souches bovines, trés patho- 
genes pour la truie et provoquaient chez elle l’avortement [6]. On 
est ainsi conduit A se demander si, dans les régions ot la brucellose 
du pore n’existe pas mais ott se rencontrent des liévres brucelliques, 


ceux-ci ne pourraient é¢tre un jour a lorigine de la contamination 
des porcins. 


En résumé. — Depuis trois ans environ, nous avons identifié en 
France 8 cas de brucellose du liévre dont 6 dans la Somme, 1 dans la 
Haute-Marne et 1 en Eure-et-Loir. 

De par leurs caractéres biochimiques et sérologiques, 6 des 8 bru- 
celles isolées appartenaient ou se rattachaient de trés prés a l’une des 
deux variétés de Br. suis. 

La brucellose du pore n’existant pas en France et Br. suis n’y ayant 
jamais été isolée dans les espéces domestiques, il n’est pas illogique 
de penser qu’apres avoir pénétré dans l’organisme du liévre, les bru- 
celles des types rencontrés dans le pays, abortus ou melitensis, subis- 
sent des modifications qui les orientent vers le type suis, dont les 
caractéres biochimiques et antigéniques se substituent aux leurs le 
plus souvent. 


BIBLIGGRAPHIE 


[4] H. Jacoror et A. Vanurke. Ces Annales, 1951, 80, 99. 

[2] H. Jacoror et A. Vartte. Ces Annales, 1951, 80, 214. 

[3] H. Jacoror et A. Vatrée. Bull. Acad. Vétér. France, séance du 20 mai 

1954. 

[4] H. Burcissrr. Rev. Path. gén., 1954, p. 124. 

[5] G. Renoux. Ces Annales, 1952, 82, 289. 

6] H. Benotsrn, M. Curistransen et A. THomsen. Nordisk Veterinaermed., 
19549 6 yall: 


RECHERCHE DES BAUCELLA DANS LE SANG 
PAR INOCULATION A LEMBRYON DE POULET 


par L. CARRERE et J. ROUX. 


‘Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Montpellier 
et Centre de Recherches sur la Fiévre Ondulante.) 


Les techniques habituellement proposées pour la détection des Bru- 
cella dans le sang sont loin d’étre satisfaisantes dans tous les cas. Dans 
les brucelloses aigués, en période de pyrexie, les résultats sont bons, 
sous réserve d’utiliser une méthode adéquate : celle de Castaneda, 
utilisant dans un méme flacon un milieu liquide et un milieu solide, 
résoul trés élégamment le probleme du repiquage fréquent, sans 
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risque de contamination, du milieu liquide sur le milieu solide, et a 
notre préférence. 

Malgré cela les résultats positifs diminuent nettement des qu’on a 
passé le stade initial de la maladie. Selon Lisbonne (1938), Brucella 
melitensis est retrouvée dans 100 p. 100 des cas dans la premiere décade 
de la maladie, dans 24 p. 100 dans la seconde décade, dans 6 p. 100 
dans la troisiéme. Enfin, bien que Lisbonne et Janbon aient signalé 
depuis longtemps des hémocultures positives lorsque le malade est 
absolument apyrétique, ce fait reste rare. 

Dans les brucelloses chroniques, on peut dire que la présence, dans 
Vorganisme, des Brucella, démontrée par leur découverte exceptionnelle 
dans quelques gites (vésicule biliaire, ganglions), n’est jamais prouvée 
par V’hémoculture. 

Ces résultats défavorables sont dus & plusieurs facteurs : trés petit 
nombre et passage intermittent des Brucella dans le sang, apport dans 
le milieu de culture du sérum des malades contenant des anticorps 
anti-Brucella, mauvaise croissance des Brucella dans les milieux liquides 
dont certains, en outre, contiennent des substances inhibitrices 
(certaines tryptoses en particulier). 

L’inoculation du sang au cobaye ne donne pas des résultats nota- 
blement différents : la sensibilité de cet animal est variable selon les 
sujets ; il faut un nombre de cellules bactériennes relativement impor- 
tant pour lVinfecter ; enfin son prix de revient ne permet pas de 
répéter fréquemment les examens, ce qui est indispensable. 

Par contre des recherches récentes ont établi la supériorité de l’ino- 
culation a l’embryon de poulet pour isoler les Brucella du sang. Depuis 
que Goodpasture et Anderson (1937) [5], puis Budding et 
Womack (1941) [4], ont démontré qu’on pouvait cultiver Brucella 
abortus sur membrane chorio-allantoide, l’embryon de poulet a été 
souvent utilisé pour étudier l’efficacité de certaines substances théra- 
peutiques sur les Brucella. Récemment Gay et Damon (1950) [4] ont 
précisé, par de nombreuses expériences, les meilleures conditions de 
Vutilisation des ceufs embryonnés, et inoculé du sang de malades. 
Damon, Bumnell, Gay et Hutchings [3] ont comparé les résultats four- 
nis par l’hémoculture en bouillon-tryptose, l’injection au cobaye et 
Vinoculation & l’embryon de poulet, pour conclure & la supériorité de 
cette derniére méthode. Celle-ci prend toute son importance a la suite 
des recherches de Criscuolo et Ramacciotti en 1953 [2]. 

Dans 19 cas aigus ces auteurs ont isolé 15 fois les Brucella sur 
embryon de poulet (6 fois seulement par hémoculture en milieu au 
foie). Ils ont pu isoler les Brucella dans 12 cas de brucelloses chroni- 
ques (5 B. melitensis, 7 B. abortus), alors que Vhémoculture en milieu 
au foie a été constamment négative. Ils utilisent des ceufs de cinq 
jours et inoculent 0,5 cm® de sang dans Je sac vitellin ; 5 ceufs sont 
nécessaires pour chaque échantillon de sang. Le sac vitellin est ponc- 
tionné A partir du troisitme jour, tous les deux jours, jusqu’au 
douziéme jour, et ensemencé sur gélose au foie. L’ceuf est ouvert le 
douziéme jour, le liquide vitellin est ensemencé, ainsi que les organes 
de l’embryon : foie, rate et moelle osseuse. 

Diverses raisons nous ont conduits 4 modifier cette technique : !e 
nombre d’ceufs dont nous disposons étant limité, il est préférable de 
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répéter les prises de sang chez le malade et d’utiliser chaque fois un 
seul ceuf ; A noter que les ceufs peuvent étre ouverts plus tét, lorsque 
le germe cherché est Brucella melitensis, ce qui est presque toujours 
le cas pour nous. 


Tecunigur. — 5 ml, au moins, de sang recueilli sur citrate de 
soude, ou mieux sur héparine, sont centrifugés dix minutes a 3 000 
tours. Le culot est repris dans 10 ml d’eau distillée et abandonné 
trente minutes, jusqu’a lyse totale des hématies. On centrifuge 4 nou- 
veau et le culot, trés réduit cette fois, est repris dans 0,5 ml d’eau 
salée 4 9 p. 1000. Cette émulsion est inoculée dans le sac vitellin d’un 
cuf embryonné de cing jours. Aprés incubation de six jours, a 38°, 
Vembryon et le contenu du sac vitellin sont prélevés. On ensemence 
sur milieu albimi-agar le contenu vitellin, le foie, la rate et la moelle 
osseuse de l’embryon. Les colonies de Brucella poussent en deux a 
quatre jours. L’embryon est généralement tué au troisiéme ou qua- 
triéme jour : cependant un embryon vivant n’implique pas l’absence 
de Brucella. 

Nous avons également constaté (ce qui a été vu par Criscuolo et 
Ramacciotti) que la culture du sac vitellin peut étre négative alors 
que la culture des organes de |’embryon est positive. Il est donc impor- 
tant d’ensemencer ces organes, le foie étant celui qui donne le plus 
fidélement une culture positive. 

Les cultures oblenues sont assez souvent dissociées (pourcentage élevé 
de formes R) et atypiques : on observe fréqueinmment la forme bacillaire 
des Brucella. Mais aprés un ou deux repiquages les germes reprennent 
rapidement leurs caractéres habituels. 


Résuttats. — Les brucciliens chroniques sont des malades chez qui 
la méthode devait étre essayée de préférence ; en effet, ces malades 
présentent des troubles plus ou moins importants, d’allure trés diverse, 
que des critéres biologiques fort discrets ne permettent pas toujours 
de rattacher 4 V’infection brucellique. Une étude de la brucellose chro- 
nique, récemment faite par Janbon et Bertrand [6], montre clairement 
les difficultés de ce diagnostic. Les hémocultures sont constamment 
négatives, le séro-diagnostic de Wright, le test opsono-cytophagique 
sont négatifs ou trés douteux. Seule l’intra-dermo-réaction 4 la méli- 
tine est positive, mais on sait que l'état allergique qu’elle révéle n’im- 
plique pas obligatoirement une infection actuellement en activité. On 
concoit done limportance primordiale de la mise en évidence d’un 
germe chez ces malades pour affirmer un diagnostic. 

Nous avons ainsi pratiqué A ce jour des inoculations en ceuf 
embryonné chez 13 malades (1) présentant une intradermo-réaction 
i la mélinite positive (brucelliens chroniques possibles). Dans 4 cas 
nous avons obtenu le germe en cause : 3 fois Brucella melitensis, 1 fois 
Brucella abortus, tandis que les hémocultures par notre méthode habi- 
tuelle étaient négatives. 

La présence des germes dans le sang des malades étant trés incons- 
tante, il est nécessaire de répéter quotidiennement les prélévements 


(1) La majorité dentre eux était hospitalisée A la Clinique des Maladies 
infectieuses (professeur Janbon). 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 223 


pendant quelques jours. La technique que nous proposons n’utilisant 
quun seul ceuf embryonné par échantillon permet cette répétition 
des examens. 

Bien que le nombre de cas positifs que nous rapportons soit faible 
et qu’il soit trop t6t pour donner des statistiques, ces résultats nous 
semblent suffisants pour affirmer le grand intérét de la méthode. C’est 
pour l’instant la seule, dans les cas douteux ou difficiles, qui permette 
de faire la preuve indiscutable de 1’étiologie brucellienne et de pré- 
ciser l’espéce de Brucella en cause. Nous pensons par contre que, dans 
les brucelloses aigués, l’hémoculture habituelle garde tout son intérét. 
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DISSOCIATION NOUVELLE DU BACILLE TUBERCULEUX. 
CONSTANCE OU VARIATION DU POUVOIR PATHOGENE 
DES MYCOBACTERIES VIRULENTES ? 


par Jean DESBORDES, Ermyne FOURNIER et Denise ALIX. 


(Laboratoire du D® Paraf, Centre Emile Rouz.) 


Il est commode, pour |’étude du pouvoir pathogéne de cerlaines 
Mycobactéries virulentes, de comparer le comportement des souches 
étudiées par rapport a des souches-témoins. 

Il s’agit le plus souvent soit de l’apparition du pouvoir tuberculini- 
sant sur l’animal (cobayes), soit de la réponse a des tests cyto-chimiques 
(réactions de Dubos-Middlebrook ou de Desbordes et Fournier, ou de 
Wilson et Hauduroy). 

Chaque laboratoire posséde en général sa collection de souches clas- 
sée par rapport a des souches-ltests de réputation internationale. Pour 
notre part nous avions choisi avec de nombreux autres expérimenta- 
teurs du reste (si l’on en juge d’aprés les publications relevées dans la 
littérature ou les communications personnelles de divers chercheurs) 
comme souches-tests de virulence la souche H37 RV recue d’U. 5S. A. 
vers 1945, et la souche Brévannes, recue de 1’Institut Pasteur, en 1944. 

Ces souches manipulées depuis une dizaine d’années tuberculini- 
saient le cobaye toujours dans les mémes conditions. La seule remarque 
que nous faisions était la baisse d’activité périodique de la souche 
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Brévannes qui nous obligeait & quelques passages sur lanimal de 
temps A autre, pour retrouver un niveau constant d’activité. Par contre 
la souche H37RV semblait plus stable. Puis, depuis deux ans environ 
nous avons été frappés de la chute de la puissance de cette dernictre 
et il nous a fallu passer également par l’inoculation a l’animal (cobaye). 

Entre 1944 et 1950 nos souches étaient repiquées soit sur milieu de 
Lowenstein, préparé a l'Institut Pasteur, soit sur pomme de terre. 

Puis, depuis 1950 et surtout depuis deux ans, nous avons utilisé de 
plus en plus fréquemment le milieu synthétique au Tween (milieu de 
Dubos). 

Vers 1949 nous avons commencé a étudier les réactions de fixation 
et de métachromasie des Mycobactéries virulentes en utilisant le rouge 
neutre, puis le bleu de Nil. 

Depuis 1952 nous avons mis au point notre réaction dite au bleu de 
Nil, dont la constance des résultats nous avaient frappés, et nos sou- 
ches, pour des raisons de mise au point de technique ou d’emploi de 
colorants divers, ont été testées plusieurs fois chaque semaine. 

Or, & notre grand étonnement un phénoméne nouveau semble étre 
apparu : d’année en année les souches H37RV et Brévannes révélent 
une diminution constante de laptitude au virage métachromatique 
des colorants alcalins employés a leur zone de demi-virage et en méme 
temps une augmentation quasi paralléle de la période anté-allergique 
lors de Vinoculation au cobaye dans des conditions d’emploi identique. 

A nos yeux tout se passe comme si ces souches, qui paraissent avoir 
manifesté pendant un temps fort long (prés d’un demi-siécle pour la 
souche H37RV) une constance de leur aptitude pathogtne, révélaient a 
notre époque une chute brutale de leur virulence. 

Sans vouloir donner une explication aux faits que nous avons 
observés, nous avons l’attention attirée par l’action possible des subs- 
tances tensio-actives si largement maniées maintenant dans les labora- 
toires. L’abus des repiquages en milieu tensio-actif (Dubos), le fait 
que la verrerie de laboratoire, y compris les tubes A essais, sont peu 
& peu recouverts d’une pellicule de corps tensio-actifs, le fait que méme 
Veau des robinels voit sa tension superficielle varier, nous fait 
retenir l’hypothése que ces substances arrivent 2X modifier les carac- 
téres des souches de Mycobactéries conservées et repiquées dans nos 
laboratoires. 

Nous pensons que le probléme est important, ne serait-ce que pour 
les causes d’erreur qui pourraient se produire lorsqu’on étudie les inci- 
dences de certains essais chimiothérapiques sur la maladie tuberculeuse 
expérimentale du cobaye. 

Signalons pour terminer que, par contre, la constance des réponses 
du BCG aux divers tests in vivo et in vitro s’oppose aux variations des 
souches H387RV et Brévannes. 

Il nous apparait souhaitable que nos collégues des divers labora- 
toires de recherches vérifient ou infirment ce que nous avons observé 
pour notre part d’une facon incontestable. 
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LES GROUPES SANGUINS DES COBAYES 


par A. EYQUEM et E. JOCHEM. 


(Institut Pasteur, Centre d’Etudes des Groupes Sanguins des Animauz, 
Service de M. R. Dusarric pe La RivikRre.) 


Les recherches effectuées par Hektoun, Weszeczky, Fleischer, Lawson 
et Redfield ont conclu a l’absence d’agglutinines décelant des antigtnes 
de groupes sanguins chez le cobaye. En utilisant des iso-immun- 
sérums ou des hétéro-agglutinines, Boyd et Walker puis Wiener n’ont 
pas pu établir l’existence d’antigénes érythrocytaires chez le cobaye. 

En 1950, Mynors, Heard et Coombs ont réalisé des iso-immunisations 
de cobayes femelles 4 l’aide de globules rouges de cobayes males avec 
lesquels elles avaient été accouplées. Cette immunisation n’a pas 
entrainé |’apparition d’iso-agglutinines. La recherche de celles-ci a été 
effectuée soit & l’aide de la réaction indirecte de Coombs avec un sérum 
de lapin anti-sérum de cobaye, soit a l’aide de la réaction de fixation 
du complément, ou en utilisant les globules rouges trypsinisés. Les 
jeunes cobayes nés de ces femelles immunisées n’ont pas présenté de 
signe pathologique caractéristique d’un syndrome hémolytique et la 
réaction directe de Coombs effectuée sur leurs globules rouges s’est 
toujours montrée négative. 

Cependant, il convient de rappeler que Landsteiner, en immunisant 
des cobayes domestiques (Cavia porcellus, Linné) a l’aide de globules 
rouges de cobayes brésiliens (Cavia rufescens, Erxl), a obtenu des 
agglutinines actives sur les globules rouges de cobayes brésiliens et 
sur ceux des animaux provenant du croisement entre les deux espéces. 

Holzer, en 1935, a obtenu des résultats analogues et a observé que 
l’agglutination trés forte avec les globules rouges de cobayes brésiliens 
est faible avec celle des globules rouges des hybrides F, et plus faible 
encore avec les hybrides F, ne possédant qu’un quart de caractéres 
brésiliens. De plus, le sérum de boeuf absorbé a l’aide de globules 
rouges de cobayes domestiques agglutine encore les globules rouges de 
cobayes brésiliens, et inversement ; mais il n’est pas possible d’établir 
A l’aide de la réaction de précipitation des différences entre les deux 
espéces. 

Bien que le cobaye constitue un animal susceptible de permettre 
la réalisation de certaines expériences faisant inlervenir les incompa- 
tibilités antigéniques feto-maternelles, il est difficile de compter sur 
les croisements entre cobayes domestiques et cobayes brésiliens, car les 
descendants males de ces croisements passent pour étre stériles. C’est 
pourquoi nous estimons que la mise en évidence d’antigénes de grou- 
pes sanguins chez le cobaye domestique présente un certain intérét. 

Au cours de l'étude de certaines hémagglutinines dont la recherche 
était basée sur l’absence d’iso-agglutinine chez le cobaye, nous avons 
observé certaines anomalies qui nous ont fait découvrir différentes 
iso-agglutinines. 
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En mettant en contact en tubes 0,10 ml du sérum de 33 cobayes 
normaux dans un premier temps et 0,05 ml d’une suspension de glo- 
bules rouges de 20 de ces 33 cobayes normaux, nous avons observé une 
agglutination dans les cing minutes qui suivent, agglutination ren- 
forcée par une centrifugation & 1200 tours pendant deux minutes a 
20°. 

Au cours de cette premiére série, les globules rouges de 2 cobayes 
ont été respectivement agglutinés avec une intensité comprise entre 
+ et +++ par le sérum de 6 et 11 cobayes. Il n’y avait pas d’auto- 
agglutination. L’agglutinine mise en évidence résistait aux congéla- 
tions et décongélations successives. Elle résiste au chauffage a 56° pen- 
dant trente minutes. 


Taste,iu 1 — Fréquence d’iso-agglutinines chez le cobaye. 


NOMBRE DE SERUMS 
FORTEMEN?T AGGLU- | FAIBLEMENT AGGLU-} N'AGGLUTINANT PaS 
TINENT TINANT 


Sameeece 


G. R. => COBAYE} NOMBRE TOTAL DBS 
Rn? SERUMS EXAMINES 


Nous avons précisé la fréquence des agglutinines et agglutinogénes 
mis en évidence, en recherchant l’agelutination des globules rouges de 
ces deux cobayes par ie sérum d’autres cobayes et nous avons réalisé 
d’autres réactions croisées entre sérums et globules. 

Au total, sur 118 cobayes examinés, nous avons constaté que 
4 d’entre eux ont leurs globules rouges (n° 12, 43, 85, 98) aggluti- 
nables par le sérum d’autres cobayes. 

Si les agglutinogénes ainsi révélés semblent d’une faible fréquence, 
par contre les agglutinines correspondantes existent dans le sérum 
d’environ 40 p. 100 des cobayes adultes normaux. 

Il est difficile d’évaluer le nombre des antigénes en cause et déce- 
lables a l’aide de ces agglutinines naturelles car toutes les épreuves 
d’absorption n’ont pu étre réalisées. 

On doit cependant estimer qu'il existe au moins 3 antigénes érythro- 
cytaires décelables par iso-agglutination. De plus, nous avons observé 
que les globules rouges des cobayes n°* 12 et 43 étaient agglutinés par 
le sérum de souris et de rat normal qui se révéle ordinairement inca- 
pable d’agglutiner les globules rouges de cobaye. 
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DISPOSITIF D’ALIMENTATION A COURANT CONSTANT 
POUR ELECTROPHORESE SUR PAPIER 


par C. CARAVEL, J. DUCLOZ et J. GROULADE. 
(Faculté des Sciences, Centre de Transfusion sanguine, Grenoble.) 


Lorsqu’on alimente une cuve A électrophorése sur papier par un géné- 
rateur a courant continu (batterie d’accumulateurs ou bloc redresseur 
alimenté par le secteur et suivi ou non de filtres) on constate que ie 
courant traversant les bandes subit des variations au cours de l’opéra- 
lion. Ceci tient & de nombreuses causes, mal connues d’ailleurs, pou- 
vant agir dans un sens ou dans l’autre ; en pratique, des écarts de 
20 a 30 p. 100 sont fréquemment constatés. 

Ces phénoménes sont évidemment génants car ils influent, entre 
autres, sur la longueur de séparation, donc sur la durée de l’essai. La 
solution, simple en apparence, d’un réglage manuel ne peut étre rele- 
nue, car elle entrainerait une surveillance semi-permanente des appa- 
reils pendant les heures que dure une séparation usuelle. C’est pour 
obvier d’abord a ces inconyénients que nous avons mis au point un 
dispositif pratique permettant, 4 partir du secteur, l’alimentation Aa 
courant constant des cuves a électrophorése que l’un de nous utilise jour- 
nellement ; le prototype réalisé fonctionne presque continiment depuis 
plusieurs mois a notre entiére satisfaction. Les bandes obtenues pré- 
sentent, du fait de la constance du courant, une régularité bien plus 
erande, ce qui permet, toutes choses égales d’ailleurs, de prédéter- 
miner la durée de |’opération pour obtenir un étalement correct des 
spots. Comme il est pratiquement impossible de réaliser une impré- 
enation réguliére des bandes par le liquide tampon, il existe a la mise 
en route une période, durant environ une heure, pendant laquelle 
s’établit ’ humidification qui persistera pendant toute l’opération. Ceci 
se traduit par une variation de la résistance apparente de l’appareil, 
donc du courant qui le traverse si on l’alimente a tension constante 
(ainsi sur un appareil du commerce A tension stabilisée que nous avons 
essayé, l’intensité passait de 0,5 mA/cm a 1,2 mA/cm entre le début 
et la fin de l’essai). Cette remarque, ajoutée aux raisons déja données, 
montre l’intérét qu’il y a & disposer d’un générateur capable de faire 
circuler un courant électrique constant dans les bandes. 

Notre dispositif régulateur est basé sur la trés faible valeur de ia 
réaction d’anode présentée par une pentode du type amplificatrice de 
tension. Considérons, par exemple, le réseau de caractéristiques de 
plaque d’un tube 6M7 tracé a tension de grille-écran constante 
(fig. 1). Son simple examen montre que pour une valeur donnée de la 
tension continue de polarisation appliquée A la grille de commande, 
le courant anodique varie extrémement peu lorsque la tension plaque 
passe de 100 volts & 300 volts. A titre d’exemple, et en se placant dans 
le cas le plus défavorable correspondant 4 Vgl = — 2 volts, on voit 
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que Vintensité passe de 7,0 a 7,4 mA quand la tension plaque passe de 

100 2 300 volts; et si Vgl = — 4 volts, Vintensité passe de 3,50 a 

3,57 mA pour les mémes valeurs extrémes de la tension plaque. 
Ainsi donc, si l'on insére l'appareil & électrophorése dans le circuit 
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anodique d’un tel tube, il sera parcouru par un courant sensiblement 
constant. Supposons que la tension d’alimentation de l’ensemble soit 
350 volts et que la polarisation du tube Vgl soit de — 4 volts, la ten- 
sion aux bornes du tube, mesurée entre cathode ct plaque, pouvant 
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varier entre 100 et 300 volts, ceci correspond A une résistance apparente 
de la cuve 4 électrophorése pouvant aller de 250/0,0035 a 50/0,00357 
ou encore de 14000 4 71000 ohms environ. Pour réaliser pratique- 
ment ce dispositif il faut, d’une part disposer d’une source A tension 
constante pour l’alimentation de la grille écran du tube, d’autre part 
pouvoir fixer la tension de polarisation de la grille de commande i 
la valeur correcte correspondant a l’intensité que l’on veut stabiliser. 

La premiére condition est remplie en faisant appel & un tube au 
néon du type OB2 qui stabilise une tension de 108 volts A ses bornes 
tant que l’intensité qui le traverse reste comprise entre 5 et 30 mA : 
on se met ainsi a l’abri des fluctuations de tension du secteur d’ali- 
mentation. Pour la seconde, il suffit d’insérer une résistance dans le 
circuit de cathode de telle sorte qu’elle soit parcourue par un courant 
constant, ce qui implique la séparation compléte des sources de ten- 
sion anodique et d’alimentation d’écran. Le schéma complet de notre 
dispositif est donné ci-contre (fig. 2) avec indication des valeurs des 
éléments constitutifs; comme valves redresseuses on pourra utiliser des 
GZ41 ou 6X4, qui sont les plus courantes actuellement. Les prises dont 
est muni le primaire du transformateur Tl servent d adapter la ten- 
sion du secteur a celle continue recueillie aux bornes MN du filtre et 
qui doit étre d’environ 350 volts. Pour terminer, indiquons que la 
résistance R,, dont la valeur n’est pas critique, sert simplement a assu- 
rer un certain débit 4 la source anodique et que R, fixe la polarisation 
minimum. — 2 volts du tube 6M7 ; on limite ainsi l’intensité maximum 
que l’on pourra stabiliser 4 7 mA environ. 

Le montage étant réalisé, la mise au point qui s’effectue une fois 
pour toutes, se résume a insérer en A un milliampéremétre et régler 
la valeur de R, pour que le courant dans le tube OB2 soit de 17 mA 
environ ; on se place ainsi au milieu de sa plage de régulation. 

Signalons enfin la possibilité d’alimenter 2 appareils 4 électropho- 
rése avec le méme dispositif d’alimentation. Il suffit alors de les 
monter en série, quitte a ajuster l’arrivée du secteur sur le primaire 
de T, ; afin d’étre complets, ajoutons qu’il y aurait intérét, théorique- 
ment au moins, a stabiliser le chauffage du tube 6M7 en introduisant 
en série avec son filament chauffant un tube fer-hydrogéne approprié 
et en alimentant le tout par un transformateur saturé compensé ; en 
fait ceci n’est pas nécessaire pour l’application que nous avons en vue. 


ACTION DES ANTIBIOTIQUES /W V/TRO 
SUR LA CROISSANCE DES CANDIDA 


par U. MARSELOU et G. SEGRETAIN. 


(Institut Pasteur, Service de Mycologie et Physiologie Végélale.) 


A la suite de traitements par différents antibiotiques, on a 
signalé ces derniéres années des infections fongiques principalement 
\ Candida, se manifestant par des symptémes de perléche, langue 
noire, glossite, diarrhée, vomite, irritation rectale ou vagi- 
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nale [4, 2, 3]. Ces manifestations sont surtout notées aprés traitement 
par Vauréomycine et le chloramphénicol, quand les antibiotiques sont 
administrés par voie buccale ; l’administration de ces antibiotiques 
par voie parentérale, et les traitements 4 la pénicilline donnent rare- 
ment des infections fongiques [4]. 

Diverses explications ont été données sur la fréquence de ces infec- 
tions fongiques aprés traitement par les antibiotiques. On a émis en 
particulier V’hypothése que les antibiotiques pouvaient agir directement 
sur la croissance de C. albicans. Certains auteurs ont, en effet, trouvé 
que l’auréomycine stimulait in vitro la croissance de Candida (éva- 
luation de la croissance par dosage d’azote [5]), ou agissait en augmen- 
tant le diamétre des éléments levures au voisinage des cristaux d’anti- 
biotiques [6]. 

Ces résultats furent infirmés par d’autres auteurs qui ne consta- 
erent in vitro aucune action de l’auréomycine sur C. albicans [7, 8]. 
Lipnic et coll. [9] ont trouvé que le phosphate disodique, contenu dans 
les capsules servant au conditionnement de l’auréomycine, favorisait la 
croissance des Candida cultivés sur milieu synthétique. 

Nous avons recherché dans ce travail l’action des antibiotiques usuels 
et plus particuliérement de l’auréomycine sur la croissance des Can- 
dida cultivés sur différents milieux liquides 

1° Un milieu synthétique sans facteurs de croissance : 


Wammdistilléembyrexers iste © mee tee toner ren oe UU mennrs 
Sulfate d@ammonium . os 5 ¢ 
Phosphate monopotassique . . eae 4 SS eee ig 
Sulfate de magnésie. . .. . See 2. oe 0,5 g 
Glucose pur traité par le charbon activé Rained, inte 20 g 
Bhios phaterdisodiquiemsu-geaunmearar meme aur 0,5 ¢ 

2° Le méme milieu enrichi en facteurs de croissance :_ bio- 


bine LO te eter iianaime sel Oaees 

3° Milieu de Sabouraud glucosé (20 ¢g par litre) non gélosé. 

Ces milieux sont répartis dans de petits Erlenmeyer de 25 cm’, 4 
raison de 5 cm® de milieu par fiole. 

Les antibiotiques suivants sont incorporés aux milieux A différentes 
doses en conservant dans chaque expérience un témoin sans antibio- 
Lique 


Pénicilline G. . ... doses 40 et 5 unités par cm® de milieu. 
Streptomycine. ... — 200 et.-50 ug _ 
Chloramphénicol. . . — 250 et 100 ug — 
Auréomycine. 1... — 82505 et 100) 7 ine: = 
TOLramnycine ye. er — 250 et 100 ug = 


Nous avons expérimenté sur 4 souches de Candida : 


2 souches de Candida albicans. As a ere, ele RS a et 200 
SOUT HAO MAMO ss a Ga oo 6 ooo ow Le ID Bee 
AvsouchekdeiGe knusev me. ene ne I sea ne 


Chaque fiole d’Erlenmeyer est ensemencée avec 2 gouttes de sus- 
pension d’une culture de quarante-huit heures sur gélose Sabouraud. 
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Dans une premiére expérience avec la pénicilline nous avons évalué 
la croissance des Candida par différentes méthodes. 
; Numération des germes au compte-globules & partir d’une méme dilu- 
lion des milieux de culture. 


Action de trois antibiotiques sur la croissance 
de diverses souches de Candida. 


ANTIBIOTIQUES TEMOIRNS 


250 yg/em? 100 a sans antibiotiques 


urs de croissance; 2: milieu synthétique 


* 4: milieu synthétique sans facte 
milieu de Sabouraud glucosé, non gélosé. 


enrichi en biotine et thiamine ; 3 : 


Mesure né sphélémétrique au colorimétre de Meunier. 

Poids sec aprés trois lavages des germes a l’eau distilléc. 

Numération en boites de Petri a partir d’une méme dilution des sus- 
pensions. 

Mesure du diamétre des éléments levures. 

Pour un méme milieu de culture, ces différentes méthodes ayant 
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donné des résultats comparables, la croissance des Candida dans les 
expériences suivantes a été mesurée par néphélémétrie et par numéra- 
tion au compte-globules accompagnées d’une mesure du diamétre des 
levures. Toutes les mesures sont faites apres quarante-huit heures de 
culture A 37° et a la température du laboratoire. 

Le résultat de ce travail est qu’aucun de ces antibiotiques n’a d’ac- 
tion sur la croissance des Candida ni ne modifie les dimensions 
de ces levures. Dans les conditions d’expériences C. albicans se main- 
tient sous forme levure, tandis que C. tropicalis et C. krusei filamen- 
tent légérement; les antibiotiques n’ont pas d’action sur cette filamen- 
tation. 

En revanche, les levures croissent différemment suivant les divers 
milieux utilisés : croissance trés faible en milieu synthétique sans fac- 
teurs de croissance ; culture plus riche sur le méme milieu additionné 
de thiamine et biotine, facteurs de croissance pour Candida ; enfin 
croissance nettement plus abondante sur milieu de Sabouraud glu- 
cosé non gélosé. 

Le tableau résume les résultats obtenus avec l’auréomycine, la 
terramycine et le chloramphénicol sur des souches différentes de 
Candida. 

Nous pouvons donc conclure de ces expériences que les antibiotiques 
étudiés n’apportent aucun facteur de croissance pour les Candida. 

Moore, cultivant C. albicans sur 250 cm* de Sabouraud liquide glu- 
cosé avec Ou sans auréomycine cristallisée (50 mg) avait trouvé, apres 
quarante-huit heures, une augmentation du diamétre des cellules au 
contact des cristaux d’auréomycine non dissous et une stimulation 
de la muitiplication des levures 4 distance de ces cristaux. Nous avons 
repris ces expériences dans les mémes conditions et nous n’avons pas 
retrouvé les résultats de cet auteur. 

Recherchant une action possible de l’auréomycine sur la cellule de 
Candida nous avons distribué des cristaux de cet antibiotique en 
quatre points, en boites de Petri, 4 la surface d’un milieu de Sabouraud 
glucosé gélosé, auquel était incorporé une suspension de Candida. L’au- 
réomycine expérimentée provenait de deux sources différentes : auréo- 
mycine pure cristallisée et auréomycine du commerce pour traitement 
per os. Aprés quarante-huit heures 4 la température du_ laboratoire 
nous n’avons trouvé aucune influence sur la filamentation et aucune 
stimulation de croissance sous linfluence de l’antibiotique. 

En résumé les antibiotiques suivants : pénicilline, streptomycine, 
lerramycine, chloramphénicol, auréomycine, sont sans action in vitro 
sur la croissance et la morphologie de Candida albicans, C. tropicalis 
et C. krusei, Ces champignons ayant été cultivés en milieu synthé- 
tique enrichi en biotine et thiamine, et en milieu de Sabouraud liquide 
glucosé, les antibiotiques n’ont apporté aucun facteur de croissance 
pour les germes étudiés. 

Mais au cours du traitement par les antibiotiques et en particulier 
par Vauréomycine, on a souvent signalé chez le malade des infections 
i Candida parfois généralisées et mortelles. 

L’action des antibiotiques sur les infections expérimentales A Can- 
dida chez animal a déja été étudiée par divers auteurs [8. 9, 40, 
44, 12] et nous poursuivons nos études sur ce sujet. 
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PHYSIOLOGIE DES ACTINOMYCETES 
AEROBIES PATHOGENES 


Il. — LA PYRIMIDINE, FACTEUR DE CROISSANCE 
POUR WOCARDIA LUTEA ET NOCARDIA RUBRA 


par F. MARIAT. 


(Unstitut Pasteur, Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


Dans une premiere note [4], nous avons mentionné que, de tous 
les actinomycéctes pathogénes essayés, seules les souches de Nocardia 
lutea et N. rubra présentaient une exigence vitaminique. Sur milieu 
synthétique glucosé, ces germes ne se développent en effet qu’en pré- 
sence de thiamine. Nous donnons ci-dessous un complément d’infor- 
mation au sujet de cette caractéristique. 

Matériel et méthodes. — Les cultures sont effectuées dans un milieu 
liquide contenu dans des fioles d’Erlenmeyer (10 cm* de milieu dans 
des fioles de 125 cm?) ; elles sont agitées mécaniquement A 25°. Le 
milieu de culture de base est le suivant : KH,PO, : 0,54 g ; Na,H PO,, 
12 H,O : 3,33 g; MgsSO,, 7H,O * 0,60 g; KCl : 2 g; hydrolysat de 
caséine exempt de vitamines : 10 g ; glucose traité par le charbon activé : 
10 g ; solution oligodynamique de Berthelot : X gouttes, eau distillée 
dans le Pyrex : 1000 cm® (pH: 7,1). 

Chaque fiole contenant le milieu de culture de base additionné des 
vilamines A étudier est ensemencée avec I goutte de suspension de 
l’actinomycéte (lavé par centrifugation). La souche de N. lutea est la 
souche de la « London School of Hygiene » isolée d’un cas humain 
(Institut Pasteur, n° 305) ; celle de N. rubra est conservée sous le n° 208 
par le « Laboratorio crittogamico » de Pavie (Institut Pasteur, n° 312). 
D’autres souches de ces deux espéces de Nocardia provenant d’autres 
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collections ont également été utilisées, toulefois il ne nous a pas été 
possible de démontrer qu’elles n’avaient pas la méme origine que les 
deux premicres. 

La croissance est évaluée par néphélémétrie, les valeurs obtenues 
étant vérifiées dans quelques cas par pesée & température constante. 
Chaque expérience comprend de 3 a 5 fioles de chacun des milieux par- 
ticuliers ; elle est répétée au moins trois fois. 

Résultats des expériences, — 1° De toutes les vitamines du groupe B 
essayées (thiamine, riboflavine, pyridoxine, acide nicotinique, pantothé- 
nate de calcium, 0,0005 g/1 ; inositol, 0,005 g/l ; biotine, 0,000005 g/1), 
seule la thiamine est exigée comme facteur de croissance par les deux 
Nocardia, C’est ce qui ressort du tableau ci-dessous (+ + + = bonne 
croissance, O = aucune croissance). 

N. lutea. N. rubra. 


1. Milieu de base + toutes les vitamines . . +++ dita 

{l. Milieu I moins thiamine .....:.. 0 0 
II{. Milieu I moins riboflavine. ....... = Shee 
IV. Milieu I moins pyridoxine. ....... +44 Sesto 
V. Milieu 1 moins acide nicotinique. .... +++ +++ 
Vl. Milieu I moins pantothénate de calcium. +++ +44 
Vie Milieu Imoimstinositolgs ve semen +++ ees 
VIS Milieu Tnoimns, Diotine =. sect ce eeu +++ aasbek 

Ix; Milvetader base Seuleita.5 esi... cena tees 0 0 
X. Milieu de base + thiamine seule... . . +++ +4+ 


2° La fraction pyrimidine de la thiamine peut, seule, étre substituée 
a la vilamine B, et permettre la croissance des Nocardia en expérience. 
Ces derniers peuvent, a partir de la pyrimidine exogéne, synthétiser 
la molécule entiére de thiamine qui Jeur est nécessaire. 


N. lutea. N. rubra. 
Ls SMilioutdesbasers-aec oe: -te cr.) aie ees 0 0 
If. Milieu de base + thiamine (1.40—7). . . -+4 +44 
Ill. Milieu de base + pyrimidine (1.40-7).. +44 +++ 
IV. Milieu de base + thiazole (4 140-7)... . 0 0 
V. Milieu de base + pyrimidine 4+ thiazole . +++ +++ 


3° La culture de N. lutea et de N. rubra en présence de concentra- 
lions croissantes de pyrimidine (0, 0,875, 1,750, 3,5, 7,0, 14,0, 28,0, 
56,0 ug par litre) a permis d’établir les courbes de croissance de la 
figure J]. (durée de la culture de N. lutea, cent quarante-quatre heures, 
et de N, rubra, quatre-vingt-dix-sept heures). La croissance des deux 
organismes atteint son maximum dés la concentration de 14 yg par 
litre) 4°10") 

4° La culture des deux Nocardia en présence d’une concentration 
unique de pyrimidine (1.10—-7) permet d’étudier la croissance en fonc- 
tion du temps (fig. 2). Les deux courbes sont de méme type. Le temps 
de latence de N, lutea est plus long (quatre-vingt-seize heures) que 
celui de N. rubra (cinquante heures). Le taux de croissance du_pre- 
mier est plus faible que celui du second. 


Résumé el conclusions. — La pyrimidine de la thiamine est le seul 
facteur de croissance exigé par N. lutea et N. rubra. La concentration 
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Fic. 2. — Courbes de croissance de N. lutea et de N. rubra en fonction 
du temps, en présence de 1.10 ~ 7 pyrinidine. 
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optimum étant pour les deux organismes, proche de 10—*. En présence 
d’une méme concentration de pyrimidine (1.10—7), N. lutea présente 
un temps de latence de quatre-vingt-seize heures et atteint sa crois- 
sance maximum aprés environ cent trente heures. N. rubra, dont te 
taux de croissance est plus élevé, ne demande qu’un temps de latence 
de cinquante heures environ et atteint sa croissance maximum aprés 
environ quatre-vingt-dix heures. Les différentes souches étudiées (diffé- 
rentes ») présentent toutes un méme besoin envers la pyrimidine. 

Le besoin pour un méme facteur de croissance est un caractere sup- 
plémentaire qui rapproche l’espéce parasite N. lutea (probablement 
héte du sol) de l’espéce saprophyte N. rubra. Ces deux actinomycetes 
possédent de nombreux caracteres communs et il semble, comme 
Vavait déjA remarqué Erikson [2] qu’ils soient extrémement voisins, 
sinon identiques. 


BIBLIOGRAPHIE 


(4] F. Marat. Ces Annales, 1954, 86, 479. 
[2] D. Erikson. Med. Res. Council, Special Report n° 203, 1935. 


TRANSMISSION DU VIRUS DE NEWCASTLE 
AU HERISSON 


par L. PLACIDI. 


(Institut de Biologie Animale. Rabat.) 


Nous avons étudié les conditions de la transmission au_ hérisson 
(Aethechinus algirus algirus) du virus de Newcastle (souche maro- 
caine). 

La souche utilisée a été isolée il y a quelques mois au cours d’une 
grave épizootie. Elle a subi des passages sur l’embryon de poulet et 
sur la poule., Elle tue celle-ci dans le délai relativement fixe de cing 
jours, 4 la dose de 2 & 3/10 de centimétre cube d’une dilution A 1/10 
d’un mélange d’encéphale et de rate broyés. 

Quatre hérissons (M° 7, 8, 9, 10) ont recu 0,5 cm? environ de ce 
broyat dans l’encéphale et autant dans le péritoine. Ils meurent tous 
les quatre dans les délais respectifs de quatre jours, quatre-cing jours 
cing jours et sept jours, aprés avoir, dés le deuxiéme jour, manifesté 
une réaction évidente (immobilité permanente, perte de Vappétit 
moindre résistance 4 l’extension) et la paralysie précédant la mort de 
vingt-quatre ou quarante-huit heures. 

L’autopsie montre la congestion généralisée, parfois intense du 
poumon, des reins, de la rate. Il ne semble pas que i’intestin soit 
particuliérement atteint. L’encéphale du n° 7, broyé,. dilué en ccruns 
physiologique, et additionné d’antibiotiques dans les conditions habi- 
tuelles, a été inoculé dans le crdne de deux nouveaux hérissons (n°’ 15 
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et 16). L’un des deux est mort le lendemain ; le deuxiéme est mort 
le sixiéme jour, avec les mémes manifestations que les précédents. Le 
cerveau du n° 9, préparé comme celui du n° 7, a été injecté A deux 
poules (n* 20 et 21), dans le muscle pectoral. Elles ont succombé 
toutes les deux avec les lésions courantes de la maladie et dans les 
mémes délais que les témoins. 

Le hérisson n° 10, mort le septi¢éme jour, a été laissé dans sa cage, 
dans laquelle a été ajouté un nouveau congénére (n° 20) qui 
a consommé presque entiérement le cadavre du premier. Il a succombé 
le dix-huitiéme jour. Son encéphale et sa rate ont été traités comme 
les organes des précédents et inoculés A un dernier hérisson et A deux 
poules (n* 51 et 52). Le premier a succombé le septiéme jour, les 
deux poules le quinziéme jour, sans présenter de lésions nettes, mais 
le virus a été mis en évidence dans leurs organes. 

Enfin, le broyat des organes du dernier hérisson, mort en sept jours 
(troisiéme passage), a été inoculé A deux poules, dont l’une vaccinée 
contre la maladie de Newcastle a parfaitement résisté, sans manifester 
le moindre dérangement, tandis que la seconde, non vaccinée, est 
morte dans le délai de huit jours. 

Le résultat de cette expérience est donc mparfaitement clair. Le 
hérisson est réceptif 4 la maladie de Newcastle ; il peut étre infecté 
par la voie encéphalique, mais aussi par la voie digestive. Dans le pre- 
mier cas, il succombe réguliérement dans le délai de quatre a sept 
jours ; dans le deuxiéme cas, 1l’évolution parait sensiblement plus 
longue. 

Il est permis en outre de supposer, d’aprés ces premiéres expé- 
riences, que le pouvoir pathogéne pour la poule s’atténue quelque 
peu dans l’organisme du _ hérisson. 

L’utilisation de cet animal ne parait pas présenter d’intérét parti- 
culier pour l|’expérimentation sur le virus de Newcastle; on peut 
cependant admettre son réle comme réservoir et propagateur du virus 
dans les conditions naturelles, ce mammifére étant commun dans 
nos pays. 

Rappelons enfin, pour terminer cette note, que, dans une expé- 
rience du méme ordre, G. M. Findlay et R. D. Mackenzie [4] avaient 
transmis en 1937 le virus de la peste aviaire au hérisson, par la voie 
intracranienne également. 


BIBLIOGRAPHIE 
[4] G. M. Finptay et R. D. Mackenzie. Brit. J. exp. Path., 1937, 28, 258. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de l’Institut Pasteur : 


L’isolement du bacille de Koch dans les crachats par les 
détergents, par F. Tison et A. Loze. 


Les propriétés biochimiques caractéristiques du genre Pro- 
teus. Inclusion souhaitable des Providencia dans celui-ci, 
par R. Burrrux, R. Osreux, R. Fresnoy et J. Mortamez. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 87, n® 2, 1954. 47 
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Diffusion de différentes toxines dans des sérums anti-gangré- 
neux gélosés, par M. Gumtaumiz, A. Kricurr et M. GEorrroy. 


La microfiore dénitrifiante ; sa présence normale dans le sol, 
par H. pe Bargsac. 


Effet exercé in vitro par le salicylate de sodium sur deux 
types de réactions antigéne-anticorps : l’agglutination bac- 
térienne et l’hémagglutination passive, par J. Lesrun et 
A. DELAUNAY. 


Nutrition azotée et sporulation de B. cereus et B. mycoides, 
par N. GReELET. 


Isolement d’un Chromobacterium violaceum a partir de 
lésions hépatiques observées chez un singe Cercopithecus 
cephus. Etude et pouvoir pathogéne, par G. AupEraup, M. Ganzin, 
J. Ceccatpr et P. MERVEILLE. 


L’effet des antibiotiques sur les souches entomophytes ou non 
de B. cereus, par C. Toumanorr et M"° Lapien. 


ELECTIONS 


MM. Béerens, Goldberg, Minck, Panijel, Paraf et Tacquet sont élus 
membres de la Société Francaise de Microbiologie. 


LIVRES RECUS 


Actualités pharmacologiques publiées sous la direction de René Hazard. 
Sixiéme série. 1 vol., 224 p., 60 fig., Masson et C®, édit., Paris, 1954. 
Prix ; 1 480 fr. 


Ces Actualités présentent chaque année, depuis 1949, des revues d’en- 
semble sur des sujets de pharmacodynamie d’intérét actuel. Ces sortes 
d’inventaires des connaissances présentes ne sont pas destinés seule- 
ment aux pharmacologistes. Ils sont susceptibles aussi d’intéresser tous 
ceux qu’anime la curiosité de connaitre le mode d’action des médi- 
caments. 

Huit conférences ont été faites et publicées au cours de l’année 1953 : 

U. C. Bijlsma (Utrecht) : Les antifibrillants cardiaques. D. Bovet et 
I. Bovet-Nitti : Rapports de structure entre sympathomimétiques et sym- 
patholytiques ; de l’adrénaline 4 l’ergotamine. L. Bugnard : Les utili- 
sations des isotopes comme indicateurs ; applications 4 la pharmacologie. 
R. Charonnat : Analyse physico-chimique de l’action des anesthésiques 
locaux. A. Lespagnol : La molécule active, théme d’inspiration de la 
synthése médicamenteuse. J. Malmejac : Pharmacodynamie du ganglion 
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sympathique ; étude sur le plexus solaire irrigué in situ. J. Roche et 
R. Michel ; Hormone thyroidienne et iodoprotéines naturelles et artifi- 
ciellement iodées. E. Rothin : Structure fonctionnelle du systeme neuro- 
végétatif et points d’attaque des alcaloides de l’ergot de seigle. 
Une table alphabétique donne la liste de toutes les conférences faites 
dans les volumes précédents des Actualités. 
1s Mea 


G. Legrand. Manuel du préparateur en pharmacie. 1 vol., 616 p., 73 fig. 
Masson et C'*, édit., Paris, 1954. Prix : 2500 fr. 


* 


Ce manuel est destiné aux éléves préparateurs en pharmacie. Ceux-ci 
y trouveront l’intégralité de leurs programmes d’étude et le maximum 
de renseignements généraux et d’ordre pratique. L’éléve-préparateur 
se trouve donc disposer, avec cet ouvrage, du « manuel d’étude » qui 
lui manquait. Suffisamment complet, de compréhension aisée, il ne 
se bornera pas a lui faciliter ses études, mais restera son guide pro- 
fessionnel. Les étudiants en pharmacie des premiéres années bénéfi- 
cieront 14 d’un utile résumé qui pourra leur servir de livre de stage 
de premiére année. Les pharmaciens enfin y trouveront un guide de 
choix pour l’enseignement de leurs éléves. 

L’ouvrage est divisé en quatre parties: I. Généralités. II. Notions 
générales de pharmacie. HI. Etude des préparations et formes pharma- 
ceutiques. JV et V. Programme de notions élémentaires. 

il, Ale 


La grippe: état actuel des recherches. Organisation Mondiale de la 
Santé : Série de Monographies, n° 20, 1954, 244 p. Prix: Fr. fr., 
800; Fr. s., 10; 17 sh 6 d;$, 2,50. Dépositaire, Masson et C%, 
120, boulevard Saint-Germain, Paris. 


La grippe est un probléme mondial de santé publique. Quelques 
spécialistes de six pays ont été invités A passer en revue divers aspects de 
ce probléme complexe. Chacun d’eux a traité un sujet qui lui était 
particuliérement familier, touchant a l’épidémiologie, 4 la virologie, a 
la prophylaxie et 4 la lutte contre la grippe. 

Ces articles ne sont pas seulement d’un haut intérét scientifique. 
ils ont une valeur pratique considérable. L’étude de C. H. Andrewes 
sur l’épidémiologie de la grippe et celle de T. Francis Jr. sur les 
vaccins antigrippaux faciliteront aux autorités de santé publique la 
compréhension des problémes que pose l'utilisation des vaccins. Les 
cliniciens apprécieront le travail sur la cause et le traitement de la 
pneumonie grippale, di a J. Mulder et a C. H. Stuart-Harris. L’étude 
de F. M. Burnet sur les facteurs somatiques et génétiques du virus 
grippal et celle de P. von Magnus sur la morphologie du virus, !a 
cinétique de sa multiplication et l’immunologie stimuleront les 
recherches fondamentales, nécessaires A tout progrés scientifique. Les 
techniciens de laboratoire, pour leur part, trouveront de nombreuses 
informations utiles dans l’article de P. Lépine. Les épidémiologistes 
liront avec profit 1’étude de M. R. Hilleman et coll. sur les anticorps 
contre le virus grippal dans la population des Etats-Unis et celle de 
Deutschmann, consacrée aux questions statistiques. 
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Cette publication contient en outre une bibliographie de travaux 
récents, complétée par des listes de références accompagnant chaque 


article. 
He 


H. D. Kay, J. R. Cuttel, H. S. Hall, A. T. R. Mattick et A. Rowlands. 
— La pasteurisation du lait, organisations, installations, exploita- 
tion et contréle. Organisation Mondiale de la Santé : Série des Mono- 
graphies, n° 14, 222 p., 93 fig., 3 tabl. ;_Prix:"Fr. fr., 8005 Fr: sz 
10; 12 sh 6 d, $ 2,50. Dépositaire Masson et C®, 120, boulevard 
Saint-Germain, Paris. 


L’ouvrage est une synthése des renseignements les plus récents sur 
les divers stades de cette opération, depuis l’organisation d’une usine 
moderne de pasteurisation jusqu’d l’élaboration de la législation rela- 
tive A Ja manipulation et au traitement du lait. La condition essen- 
tielle, en matiére de pasteurisation, est de disposer d’une laiterie bien 
concue et bien équipée. La monographie fournit un exposé complet 
des problémes que pose la question. Elle décrit aussi les trois tech- 
niques de pasteurisation les plus communément pratiquées et le type 
d’installations correspondant a chacune d’elles. 

Un contréjie au laboratoire est indispensable, 4 toutes les étapes de 
la pasteurisation. On indique les diverses épreuves pratiquées et les 
appareils nécessaires. 

Hos 


A. H. Bennett, H. Jupnik, H. Osterberg et O. W. Richards. — Phase 
Microscopy. Principles and Applications. 1 vol., 320 p., J. Wiley 
and Sons édit., New-York, 1951. Prix: 7 dollars 50. 


a 


Les auteurs de ce livre ont été des premiers a se livrer aux recherches 
sur la microscopie en contraste de phase et leurs travaux ont grande- 
ment contribué aux résultats auxquels on est maintenant parvenu. 
Leur livre est une mise au point de l’état actuel de nos connaissances 
sur le microscope en contraste de phase et sur ses applications pra- 
tiques 4 de nombreux problémes. II est divisé en plusieurs parties qui, 
aprés une Introduction historique et générale, étudient la théorie de 
la microscopie en contraste de phase, les instruments qu’elle implique, 
sa technique et ses applications en biologie, en médecine et dans 
Vindustrie. Le volume est abondamment illustré de figures et de 
planches hors texte. 
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